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La recombinaison homologue (RH) est un mécanisme de réparation des cassures d’ADN 
double brin (CDB) essentiel pour le maintien de l’intégrité du génome. Chez la levure 
Saccharomyces cerevisiae, l’étude du « changement de type sexuel », comme modèle de 
recombinaison, a contribué à la compréhension des notions fondamentales de cette voie de 
réparation.  
Le changement de type sexuel implique la conversion allélique du locus MAT d’une forme 
«MATa» à «MATα». Ce mécanisme est initié par l’apparition d’une CDB unique induite par 
l’endonucléase HO au niveau du locus MAT. Les séquences homologues HMLα et HMRa, 
présentes sur le chromosome III, sont utilisées comme donneur lors de la réparation. 
L’alternance du type sexuel s’explique par le choix récurant du donneur de type sexuel opposé, 
assurant le changement allélique du locus MAT à chaque génération cellulaire. L’étude du choix 
du donneur a conduit à l’identification d’une séquence appelée le « recombination enhancer » 
(RE), située proche du locus HMLα sur le bras gauche du chromosome III. Dans les cellules MATa, 
le RE « activé » permettrait la formation d’une boucle entre la région RE et le locus MAT 
favorisant la recombinaison avec la séquence HMLα proche. Cependant, la formation de cette 
boucle sur le chromosome III et les facteurs impliqués sont encore mal caractérisés.  
Au cours de mes travaux de thèse, j’ai étudié l’organisation du chromosome III selon le type 
sexuel de la levure S. cerevisiae avant l’induction de l’endonucléase HO et des évènements de 
RH. Mon hypothèse de travail suggère que le RE jouerait un rôle sur l’organisation du 
chromosome III avant l’apparition de la CDB par HO, contribuant à l’augmentation de l’efficacité 
du choix du donneur lors du changement de type sexuel. Ainsi, j’ai pu mettre en évidence deux 
rôles distincts pour la partie gauche et droite du RE. La partie gauche du RE est impliquée dans 
le choix du donneur lors des évènements de RH, mais présente un effet modéré sur le repliement 
du chromosome III lors de sa suppression. La partie droite du RE semble indispensable pour 
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l’organisation du chromosome III dans les deux types sexuels MATa et MATα. Ces résultats 
suggèrent que la modulation de l’organisation d’un chromosome via une séquence « enhancer » 
pourrait contribuer au choix du donneur lors de la RH.  
Dans un second temps, mes travaux de thèse se sont dirigés vers la compréhension des 
évènements de réparation d‘une CDB. J’ai utilisé l’avantage du modèle de changement de type 
sexuel permettant d’induire une CDB unique dans le génome via l’endonucléase HO. Ainsi, cette 
approche m’a permis de mettre en place une étude visant à identifier les facteurs recrutés au 
niveau du site de réparation afin de mieux comprendre la dynamique des évènements impliqués 
dans la RH. En effet, la régulation précise de l’activité ainsi que l’adressage de facteurs clés de 
réparation au niveau de la cassure n’ont toujours pas été clairement caractérisés. Les principaux 
enjeux actuels demeurent dans l’identification de tous les acteurs présents au niveau d’un site 
de cassure unique à un instant donné. Dans ce contexte, j’ai étudié la dynamique de réparation 
d’une CDB en réalisant une co-immunoprécipitation des facteurs de réparation avec l’aide du 
système ANCHOR-FLAG inséré, proche du site de cassure MAT. Une cinétique de co-
immunoprécipitation lors de l’induction de la CDB m’a permis d’étudier l’arrivée séquentielle des 
protéines impliquées dans la réparation. L’analyse des échantillons par spectrométrie de masse 
(MS) révèle plus d’une vingtaine de protéines impliquées dans la réparation. Ces résultats 
préliminaires sont très encourageants. Le développement de cette approche permettra de mieux 
caractériser la dynamique des évènements de réparation de l’ADN par RH. Le système ChIP-MS, 
via ANCHOR, permet pour la première fois une analyse du protéome sur un site unique de 
cassure. 
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Homologous recombination (HR) is a DNA repair pathway dedicated to double-stranded 
DNA breaks (DSB) that is essential for genome integrity. In yeast Saccharomyces cerevisiae, study 
of the "mating type switch" as a model of HR has helped to understand several aspects of this 
repair pathway.  
The mating type switching involves the allelic conversion of the MAT locus from a "MATa" form 
to" MATα ". This mechanism is initiated by the appearance of a single DSB induced by the HO 
endonuclease at the MAT locus. The DSB is then repaired by HR with one of the homologous 
sequences, HMLα and HMRa, present on chromosome III. The recurrent choice of the donor of 
the opposite sexual type ensures the allelic change of the MAT locus. Thus, the study of the 
directionality of donor selection allowed the identification of a sequence called the 
"recombination enhancer" (RE) located near the HMLα locus on the left arm of chromosome III. 
In MATa cells, the "activated" RE would allow the formation of a loop between the RE region and 
the MAT locus promoting efficient recombination with the close sequence HMLα. However, the 
formation of this loop on chromosome III and the factors involved are still poorly characterized.  
During my thesis work, I studied the organization of chromosome III according to the sexual type 
of yeast S. cerevisiae before the induction of HO endonuclease and HR events. My working 
hypothesis suggests that the RE would play a role on the organization of chromosome III before 
the appearance of DSB; contributing to the increased efficacy of donor selection during mating 
type switching. Thus, I was able to highlight two distinct roles for the left and right part of the RE. 
The left side of the RE is involved in donor selection during HR events but has a moderate effect 
on chromosome III folding when removed. The right part of the RE seems indispensable for the 
organization of chromosome III in both sexual types MATa and MATα. These results suggest that 
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the modulation of chromosome organization via an enhancer sequence could contribute to 
donor selection in HR.  
In a second time, my thesis work was directed towards the understanding of the events 
of repair of a DSB. I used the advantage of the mating type switch model to induce a single DSB 
in the genome via the HO endonuclease. This approach enabled me to set up a study to identify 
the factors recruited at the repair site in order to better understand the dynamics of the events 
involved in HR. Indeed, the precise regulation of activity as well as the addressing of key repair 
factors at the fracture level have still not been clearly characterized. The main current challenges 
remain in the identification of all the players present at a single DSB site at a given moment. In 
this context I studied the repair dynamics of a DSB by co-immunoprecipitating the repair factors 
with the help of the ANCHOR-FLAG system inserted near the MAT fracture site. Co-
immunoprecipitation kinetics during DSB induction allowed me to study the sequential arrival of 
proteins involved in repair. Analysis of the samples by mass spectrometry reveals more than 
twenty proteins involved in the repair. These preliminary results are very encouraging. The 
development of this approach will better characterize the dynamics of DNA repair events by HR. 
The ChIP-MS system via ANCHOR allows for the first time a proteome analysis on a single break 
site.  
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3C : Chromosomal Conformation Capture  
5C : Chromosomal Conformation Capture 
Carbon Copy  
aa: Acides aminés 
ADN: Acide DésoxyriboNucléique 
ADNc : ADN complémentaire 
ADNdb: Acide DésoxyriboNucléique double 
brin 
ADNr : Locus d’ADN ribosomique 
ADNsb : Acide DésoxyriboNucléique simple 
brin 
ARN : Acide Ribonucléique 
ARNdi : DSB induced RNA 
ARNm : ARN messager  
ATM: Ataxia Telangiectasia Mutated 
ATR: Ataxia-Telangiectasia Related 
ATRIP: ATR-interacting protein 
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BIR: Break Induced Replication 
CDB : Cassure Double Brin 
CDK: Cyclin Dependent Kinases 
ChIP: Chromatin Immuno Precipitation 
CSB : Cassure Simple Brin  
ChromEMT: Chromatin Electron Microscopy 
Tomography 
DDA: Data Dependant Acquisition 
DDR : DNA Damage Response 
DIA: Data Independent Acquisition 
D-Loop: Displacement Loop 
DNA-PKcs: DNA Protein Kinase catalytic 
subunits 
ESCs : Souches Embryonnaires 
FISH : Fluorescent In Situ Hybridization 
FROS : Fluorescent Repressor Operator 
System 
GC: Gene Conversion 
GFP: Green Fluorescent Protein 
HJ: Holliday Junction 
Hi-C: Genome wide Chromosomal 
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LEDGF : Lens Epithelium Derived Growth 
Factor 
HML/R: Hidden Mat Left/Right 
MMEJ: Microhomology Mediated End 
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MMR: Mismatch Repair 
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NFR: Nucleosomes Free Regions 
NHEJ: Non Homologous End joining 
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PCR: Polymerase Chain Reaction 
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PNK: Polynucleotide Phosphatase 
Rad : Radioactive Sensitive  
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RH : Recombinaison Homologue 
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Correlated Cleavage of DNA with sequencing 
ROS : Dérivés réactifs de l’Oxygène 
RPA : Réplication protéine A 
S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae 
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SPB: Spindle Pole Body 
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Transferase  
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L’Homme utilise les levures depuis la haute antiquité dans la fabrication du pain, du vin et de la 
bière. Louis Pasteur les décrivait comme étant des organismes vivants pour la première fois en 
1857. Elles sont aujourd’hui caractérisées comme étant des eucaryotes unicellulaires 
appartenant au vaste phylum des champignons ascomycètes. Parmi ces levures, Saccharomyces 
cerevisiae est devenue, au cours des années, l’un des modèles d’études biologiques les plus 
utilisés. L’intérêt de cet organisme unicellulaire repose sur la simplicité d’expérimentations 
moléculaires et génétiques. Auparavant, l’étude d’un locus spécifique était difficile et nécessitait 
le clonage de ce dernier dans un plasmide. Cette barrière fut surmontée grâce à la 
démocratisation des techniques de séquençage, permettant d’amorcer le décryptage des 12 
millions de paires de bases (pb) du génome de S. cerevisiae. La première étape fut le séquençage 
entier de son chromosome III en 1994. L’accès à cette séquence permit aux scientifiques 
d’étudier plus facilement le génome. Hecht and Grunstein ont ainsi défini par 
immunoprécipitation de la chromatine (ChIP en anglais), le rôle des protéines Sir3 dans la 
répression de la transcription et la formation d’hétérochromatine au niveau des télomères 
(Hetch & Grunstein, 1996). Deux ans plus tard, un cap était franchi avec la publication du premier 
génome complet d’une cellule eucaryote, celui S. cerevisiae. Ce projet de grande envergure 
nécessita, au total 641 scientifiques, répartis dans 96 laboratoires dans le monde, sous la 
responsabilité du professeur André Goffeau (Goffeau et al., 1995). Ainsi, 6604 gènes répartis sur 
16 chromosomes furent identifiés. La concrétisation de cet exploit déboucha sur la création 
d’une base de données complète du génome de S. cerevisiae (yeastgenome.org), offrant un outil 
puissant pour l’étude de cet organisme.  
 La compréhension de la complexité des processus biologiques des cellules eucaryotes 
n’a cessé de progresser depuis ces dernières années. De nos jours, de nombreux défis restent 
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encore à relever. J’aborderai, dans ce manuscrit de thèse, les questions concernant l’organisation 
du génome et la maintenance de son intégrité. 
 
I) Organisations nucléaire et chromosomiques chez S. cerevisiae 
L’acide désoxyribonucléique ou ADN est une macromolécule composée de deux brins 
orientés de manière antiparallèle et agencés sous forme d’une double hélice. Au moins trois 
structures possibles sont dénommées formes A, B et Z (Ghosh & Bansal, 2003). La forme B, 
caractérisée par Watson et Crick en 1953, est la plus commune (Watson & Crick, 1953)(Watson 
& Crick, 1953). A l’état relâché, l’ADN forme une hélice de 2.37 nm de diamètre avec un tour 
complet égal à 10.4 pb pour 3.4nm de longueur. L’ADN, présent dans les cellules eucaryotes, est 
réparti sur plusieurs chromosomes organisés sous forme de chromatine ; ils portent les gènes, 
supports de l’information génétique. L’accès rapide à cette information dépend de l’organisation 
de l’ADN en chromatine. Dans une cellule humaine, l’ADN des chromosomes, mis bout à bout, 
peut atteindre en théorie jusqu’à 2 mètres de long. Ainsi, différents niveaux d’organisation sont 
nécessaires afin d’accommoder le confinement de l’ADN dans un noyau de quelques 
micromètres tout en restant accessible. Dans cette partie, nous aborderons les différents niveaux 
d’organisation de la chromatine et l’architecture du noyau eucaryote chez la levure S. cerevisiae. 
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1) Structure de la chromatine 
1.1) Nucléosomes et variants d’histones 
a) Les Nucléosomes 
La chromatine est une structure complexe composée d’ADN et de protéines. Elle permet 
d’organiser le génome et influe sur la régulation de plusieurs mécanismes selon son état de 
condensation. L’unité d’organisation de base de la chromatine est le nucléosome, composé d’un 
octamère d’histones, autour duquel 147 pb d’ADN sont enroulées. Les histones sont la base 
architecturale de la chromatine et constituent des structures mobiles et modifiables, participant 
pleinement à la dynamique et à l’organisation nucléaire. L’ADN, du fait de ses groupements 
phosphates, est une molécule chargée négativement et des forces de répulsion électrostatiques 
empêchent son repliement sur elle-même (Bloomfield, 1996). La fixation sur l’ADN d’histones, 
chargées positivement, permet de neutraliser les forces de répulsion, offrant à la fibre de 
chromatine une plus grande liberté de déplacement. Les histones, composants des nucléosomes, 
sont les protéines majoritaires directement liées à la chromatine. Il en existe quatre principales, 
dites canoniques, qui sont H2A, H2B, H3 et H4 (Finch & Klug, 1976; Kornberg & Thomas, 1974). 
Les histones sont de petites protéines, constituées de trois hélices alpha agencées en un motif 
« poignée de main » (Histone fold motif), leur permettant d’interagir avec l’ADN en formant un 
hétérodimère (Luger & Richmond, 1997). Les hétérodimères d’histones H3/H4 et H2A/H2B 
s’associent pour former un octamère d’histones, stabilisé grâce à l’histone H1 de liaison qui se 
loge au niveau de la sortie de l’ADN du nucléosome (Thoma, 1979; C. L. Woodcock & Fan, 2006). 
D’autres nucléosomes existent, notamment les dinucléosomes. Ces derniers sont formés par un 
hexamère d’histones dans lequel un des dimères H2A/H2B manque. L’hexamère est en contact 
avec l’octamère canonique et forment ensemble un dinucléosome (Kato et al., 2017). Cette 
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structure permet l’enroulement de 250pb sur trois tours d’ADN sans histone H1. Les 
dinucléosomes sont modulés par le remodeleur de chromatine SWI/SNF et représentent peut 
être une structure transitoire formée au cours du remodelage de la chromatine. Ils permettraient 
une transition d’état de la chromatine plus rapide. De plus, l’accessibilité à une séquence 
régulatrice devrait être facilitée. Ainsi nous pouvons suggérer que ce mécanisme de modulation 
transitoire de l’état de la chromatine pourrait apporter une réponse rapide pour certains 
mécanismes sans nécessiter une modification plus importante des nucléosomes (Kato et al., 
2017). Des modifications post-traductionnelles, telles que la phosphorylation, l’acétylation ou la 
méthylation, peuvent être induites au sein des domaines N-terminaux des histones dirigés vers 
l’extérieur de l’octamère, ainsi qu’au niveau d’acides aminés en son cœur (pour revue 
Kouzarides, 2007 ; Harr, 2016). Ces modifications influent sur la conformation de la fibre de la 
chromatine et sont également impliquées dans l’interaction avec des facteurs de modification 
des nucléosomes (Hansen, Tse, & Wolffe, 1998). De plus, des variants d’histones peuvent être 
échangés dans l’octamère d’histones (Pour revue voir Khorasanizadeh, 2004 ; Buschbeck & Hake, 
2017).  
  
A B
C
FŝŐƵƌĞ ϭ ͗ OƌŐĂŶŝƐĂƟŽŶ ĚĞ ůĂ ĐŚƌŽŵĂƟŶĞ͘ 
A: RĞƉƌĠƐĞŶƚĂƟŽŶ ĚĞ ůĂ ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ ĚΖƵŶ ŶƵĐůĠŽƐŽŵĞ ĞŶƚŽƵƌĠ ƉĂƌ ůĂ ĚŽƵďůĞ ŚĠůŝĐĞ ĚΖADN͘ LĞ ŶƵĐůĠŽƐŽŵĞ ĞƐƚ 
ĐŽŵƉŽƐĠ Ě͛ƵŶ ŽĐƚĂŵğƌĞ Ě͛ŚŝƐƚŽŶĞƐ ;HϮA͕HϮB͕Hϯ Ğƚ HϰͿ ĂƵƚŽƵƌ ĚƵƋƵĞů ϭϰϲ ƉĂŝƌĞƐ ĚĞ ďĂƐĞƐ ƐŽŶƚ ĞŶƌŽƵůĠĞƐ͘ 
B: MŽĚğůĞƐ ĚĞƐ ƌĞƉůŝĞŵĞŶƚƐ ĚĞ ůĂ ĮďƌĞ ĚĞ ϯϬŶŵ͕ ĞŶ ƐŽůĠŶŽŝĚĞ ;ŐĂƵĐŚĞͿ ŽƵ ĞŶ ZŝŐͲZĂŐ ;ĚƌŽŝƚĞͿ C: MŽĚğůĞ 
Ě͛ŽƌŐĂŶŝƐĂƟŽŶ ĚĞ ůĂ ĐŚƌŽŵĂƟŶĞ ƉƌŽƉŽƐĂŶƚ ƉůƵƐŝĞƵƌƐ ŶŝǀĞĂƵǆ ĚĞ ĐŽŵƉĂĐƟŽŶ ĂǀĞĐ ů Ğ͛ǆŝƐƚĞŶĐĞ Ě͛ƵŶĞ ĮďƌĞ ĚĞ 
ϯϬŶŵ͘ LĂ ĮďƌĞ Ě A͛DN ƐĞ ƌĞƉůŝĞ ĂƵƚŽƵƌ ĚΖƵŶ ŽĐƚĂŵğƌĞ ĚΖŚŝƐƚŽŶĞ ĨŽƌŵĂŶƚ ƵŶĞ ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ ĚĞ ϭϭŶŵ͘ LΖADN 
ŐĠŶŽŵŝƋƵĞ ƐĞƌĂŝƚ ĞŶƐƵŝƚĞ ĂŐĞŶĐĠ ĚĂŶƐ ƵŶĞ ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ ƉůƵƐ ĐŽŵƉĂĐƚĠĞ ƉŽƵƌ ƉĞƌŵĞƩƌĞ ůΖŽƌŐĂŶŝƐĂƟŽŶ ĚƵ 
ŐĠŶŽŵĞ ĞŶ ŝŶƚĞƌƉŚĂƐĞ͘ 
KŚŽƌĂƐĂŶŝǌĂĚĞŚ et al. ϮϬϬϰ
WƵ͕ BĂƐƐĞƚ Θ TƌĂǀĞƌƐ ϮϬϬϳ
OƵ et al͘  ϮϬϭϳ
Chromosome 
mitotique 1,400 nm
Chromatide 
300-700 nm
Chromonéma 
120 nm
Fibre 
30 nm
«Perles sur le ]l»
11 nm
ADN
2,5 nm
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b) Les variants d’histones 
Chez la levure, il existe deux variants, Htz1 (H2A.Z) et Cse4 (CENP-A équivalent), impliqués 
respectivement aux niveaux de la transcription et de l’organisation des régions centromériques 
(Kusch & Workman, 2007,Eriksson, Ganguli, Nagarajavel, & Clark, 2012). L’absence de variants 
supplémentaires, pourtant présents chez les eucaryotes supérieurs, évoque une organisation 
différente pour le génome de la levure (Sullivan, Hechenberger, & Masri, 1994).  
1.2) Organisation de la fibre de la chromatine  
L’étude de l’organisation de la fibre de chromatine représente encore aujourd’hui un défi 
majeur. Au cours des années soixante-dix, l’idée que la chromatine existe en plusieurs niveaux 
d’organisation et de compaction différents, allant d’un diamètre de la fibre simple de 11nm au 
repliement des chromosomes métaphasiques de 700nm, était acceptée par la communauté. 
Cependant, de nos jours, l’existence des différents niveaux d’organisation est discutée et les 
avancées technologiques permettent de proposer de nouveaux modèles d’organisation de la 
chromatine. 
Le premier niveau d’organisation correspond à l’enroulement de 147pb d’ADN autour 
d’un octamère d’histones formant le nucléosome (Figure 1A). Ce dernier fut observé pour la 
première fois grâce à des approches de microscopie électronique à contraste négatif (A L Olins & 
Olins, 1974). Les nucléosomes, larges de 13nm et 11nm de haut, (Khorasanizadeh, 2004 ; Luger 
et al., 1997 ;Oudet, Gross-Bellard, & Chambon, 1975) sont séparés par une séquence comprise 
entre 25 et 75pb d’ADN libre de 2.5nm (Ada L. Olins, Douglas Carlson, & Olins, 1975; Richmond 
& Davey, 2003), rappelant une organisation en « collier de perles ».   
Cependant, aujourd’hui, nous savons que la répartition des nucléosomes n’est pas 
uniforme sur la fibre de chromatine et que l’organisation régulière en « collier de perles » n’est 
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pas systématique selon la région chromosomique. Ces différences permettraient d’expliquer la 
régulation des mécanismes de transcription, de réplication et de maintien de l’intégrité de 
certaines régions. Par exemple, il est observé un enrichissement en nucléosomes très différent 
entre les télomères et les régions centromériques (Segal et al., 2006; Yuan, 2005). 
L’enrichissement en nucléosomes, au niveau des centromères, est important pour la ségrégation 
des chromosomes. L’hétérochromatine « centromérique » est caractérisée par la présence du 
variant Cse4 dans les nucléosomes : ce dernier établissant des kinétochores indispensables pour 
la fixation des microtubules générés par le SPB (Schalch & Steiner, 2017). Les régions 
télomériques sont caractérisées par une faible abondance de nucléosomes mais se distinguent 
par un positionnement régulier de ces derniers, permettant l’établissement d’une chromatine 
répressive imperméable à la transcription et aux nucléases. Des régions intergéniques, plus 
riches en nucléosomes que les gènes transcrits, sont également observées. Enfin, certaines 
régions promotrices ainsi que les sites de fixation de certains facteurs de transcription sont 
quasiment dépourvus de nucléosomes canoniques (NFR pour Nucleosomes Free Regions). De 
plus ces régions se singularisent par la présence de variants spécifiques tel que H2A.Z, impliqué 
dans le recrutement de l’ARN polymérase II et présentant un rôle dans la dérépression de la mise 
en silence (Tramantano et al., 2016 ,Meneghini, Wu, & Madhani, 2003). La fibre de chromatine 
est dynamique et sa composition est directement liée à une fonction précise dans la cellule. 
L’agencement des nucléosomes, via l’intervention de la protéine « linker histone » H1, contribue 
à organiser la fibre de chromatine à un niveau supérieur (Finch & Klug, 1976). L’histone H1 
permet en outre de protéger l’ADN inter nucléosomal des endonucléases présentes dans la 
cellule. La suppression de l’histone H1 conduit à un défaut de compaction des chromosomes en 
métaphase (Maresca, Freedman, & Heald, 2005). Chez la levure, il a été estimé qu’il y a en 
moyenne un linker d’histone H1 tous les 37 nucléosomes (Freidkin & Katcoff, 2001). En effet, 
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lorsque deux nucléosomes sont proches, très peu d’ADN internucléosomal est disponible pour la 
fixation du linker histone H1 (Thomas & Furber, 1976,Lohr, Kovacic, & Van Holde, 1977). De ce 
fait, la levure présente sûrement une organisation de la fibre de chromatine légèrement 
différente des autres eucaryotes. 
Un second niveau d’organisation est théoriquement possible via l’agencement des 
nucléosomes entre eux conduisant à la formation d’une fibre de chromatine de 30nm (Figure1C). 
Cette organisation, proposée par Finch et Klug en 1976, repose sur une observation en 
microscopie électronique d’un fragment de chromatine isolé et organisé en une fibre de 30nm 
(Finch & Klug, 1976). Deux modèles permettraient d’expliquer l’agencement des nucléosomes, 
favorisant la formation de cette fibre (Figure 1B). Le premier implique la formation d’un 
solénoïde au sein duquel les nucléosomes forment une hélice de 33nm de diamètre avec six 
nucléosomes tous les 11nm (Robinson, Fairall, Huynh, & Rhodes, 2006,Widom & Klug, 1985). Le 
second modèle, appelé « zigzag », propose une structure formant une hélice à deux points avec 
un diamètre variant de 27,2 à 29,9nm et dans laquelle deux nucléosomes voisins disposés en 
zigzag sont en contact (Dorigo, 2004; C. L. F. Woodcock, Frado, & Rattner, 1984). Le niveau 
suivant d’organisation serait l’assemblage d’une fibre de chromatine d’un diamètre compris 
entre 100 et 200nm. Cependant, de nombreuses études basées sur l’utilisation d’approches de 
cryo-életro microscopie, de diffusion des rayons X aux petit angles (SAXS : Small Angle X-rays 
Scattering) et de spectrométrie photoélectronique X, n’ont pas réussi à détecter la fibre de 
chromatine de 30nm dans des cellules fixées en interphase et en mitose (Fussner et al., 2011, 
Joti et al., 2012,Nishino et al., 2012,Maeshima et al., 2016).   
  
FŝŐƵƌĞ Ϯ ͗ OƌŐĂŶŝƐĂƟŽŶ ϯD ĚĞ ů͛ƵƚƌĂƐƚƌƵĐƚƵƌĞ ĚĞ ůĂ ĐŚƌŽŵĂƟŶĞ ŝŶ ƐŝƚƵ ǀŝĂ ƵŶĞ 
ĂƉƉƌŽĐŚĞ ĚĞ CŚƌŽŵEMT͘
MŽĚĠůŝƐĂƟŽŶ ĞŶ ϯD ĚĞ ů͛ƵůƚƌĂƐƚƌƵĐƚƵƌĞ ĚĞ ůĂ ĐŚƌŽŵĂƟŶĞ ǀŝĂ ů Ă͛ƉƉƌŽĐŚĞ ĚĞ CŚƌŽŵEMT͘  DĂŶƐ ĐĞ ŵŽĚğůĞ͕ ůĂ 
ĮďƌĞ ĚĞ ĐŚƌŽŵĂƟŶĞ ĨŽƌŵĞ ƵŶĞ ĐŚĂŝŶĞ ŚĠƚĠƌŽŐğŶĞ ĚĞ ϱ ă Ϯϰ Ŷŵ ĚĞ ĚŝĂŵğƚƌĞ Ğƚ ůĞƐ ŶƵĐůĠŽƐŽŵĞƐ ƐĞŵďůĞŶƚ 
ƐĞ ƌĞŐƌŽƵƉĞƌ ƉĂƌ ƉĂƋƵĞƚƐ ĚĞ ϯ ă ϰ͘ CĞƩĞ ŽƌŐĂŶŝƐĂƟŽŶ ƐĞƌĂŝƚ ƐƵĸƐĂŶƚĞ ƉŽƵƌ ĞǆƉůŝƋƵĞƌ ůĂ ƐƚƌƵĐƚƵƌĞ ĚĞƐ 
ĐŚƌŽŵŽƐŽŵĞƐ ůŽƌƐ ĚĞ ůĂ ŵŝƚŽƐĞ͘  
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Chez la levure, un modèle de polymère, représentant la fibre de chromatine, a pu être 
proposé après avoir mesuré la distance entre deux loci marqués par des sondes fluorescentes. 
La distribution de distances obtenues sur une population de cellules a permis de proposer un 
modèle de fibre possédant des propriétés de flexibilité cohérentes avec l’existence d’une fibre 
de 30nm (Bystricky, Heun, Gehlen, Langowski, & Gasser, 2004). Cependant, des approches de 
capture de chromosome (HI-C) et d’imagerie sur cellules vivantes décrivent une organisation plus 
relâchée et moins homogène que le modèle de la fibre de chromatine de 30nm (Dekker, 2008, 
Hajjoul et al., 2013). Par ailleurs, des études de microscopie en super résolution, atteignant 
20nm, démontrent que les nucléosomes se regroupent de manière hétérogène avec des régions 
d’ADN nu (Ricci, Manzo, Garcia-Parajo, Lakadamyali, & Cosma, 2015). De même, des approches 
de micro Hi C avancent que la fibre de chromatine forme des boucles et que les nucléosomes se 
regroupent entre eux (3 à 4 nucléosomes) (Hsieh et al., 2015). Enfin, une étude récente de 
microscopie électronique in situ décrit l’organisation précise en 3D de la fibre de chromatine dans 
une cellule intacte. D’un diamètre variant de 5 à 24nm, la fibre de chromatine, dans ces 
conditions, se présente comme un polymère globulaire flexible comprenant divers angles avec 
les nucléosomes se regroupant de manière hétérogène (Ou et al., 2017) . Cette avancée majeure 
a été rendue possible grâce à l’utilisation d’un colorant de l’ADN provoquant une oxydation 
photonique. Ce traitement, permettant pour la première fois de contraster suffisamment la 
chromatine native sans dénaturer sa structure, a rendu possible une analyse par microscopie 
électronique (Figure 2 : ChromEMT). Risca et ses collaborateurs proposent un troisième modèle 
associant à la fois l’existence de la fibre de chromatine de 30nm et la présence de domaines non 
structurés. Leur modèle est basé sur l’utilisation d’une approche RICC-seq (Radiation Induced 
Spatially Correlated Cleavage of DNA with sequencing), et suggère que l’accessibilité à l’ADN est 
régulée par une compaction longitudinale de la fibre de chromatine avec une organisation 
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d’hélice zigzag à deux points, interrompue par des domaines hétérogènes désordonnés (Risca, 
Denny, Straight, & Greenleaf, 2017). Maeshima et ses collaborateurs ont proposé une 
organisation similaire. En effet, ils ont pu observer in vitro l’assemblage de nucléosomes formant 
une fibre de chromatine variant de 50 à 1000nm de diamètre en fonction de la concentration de 
MgCl2 (Maeshima et al., 2016) 
L’existence de la fibre de chromatine de 30nm et 120nm, basée sur l’analyse de fragments 
de chromatine non native, est remise en question par une partie de la communauté scientifique. 
De nombreuses études tendent à prouver que l’organisation de l’ADN repose sur un modèle 
différent. La fibre de chromatine de 10nm pourrait être suffisante pour organiser le génome dans 
le noyau. Cependant, nous pouvons aussi envisager la cohabitation entre différents états 
d’organisation au sein de la fibre de chromatine. L’hétérogénéité d’organisation pourrait 
permettre une modulation plus aisée autorisant une régulation rapide des mécanismes 
cellulaires (Ohno, Priest, & Taniguchi, 2018). 
 
2) Organisation du noyau chez S. cerevisiae 
L’organisation de la fibre de chromatine dans le noyau est au cœur de la régulation des 
mécanismes de réplication, de transcription et de maintenance du génome. L’organisation du 
génome en domaines et territoires chromatiniens contribue à cette régulation. Ces territoires 
peuvent sensiblement varier selon la distribution et l’état de condensation de la chromatine.  
2.1) Hétérochromatine vs Euchromatine  
En 1871, Friedrich Miescher purifie pour la première fois de l’ADN de leucocytes et lui 
attribue le nom de « nuclein », dû à sa localisation dans le noyau. En 1879, W. Flemming décrit 
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le comportement et la morphologie des chromosomes pendant la mitose et propose le terme de 
chromatine. Par la suite, l’organisation de la chromatine dans le noyau fut décrite pour la 
première fois sous les noms d’hétérochromatine et d’euchromatine selon des critères 
cytologiques (Heitz, 1928). La microscopie électronique permit de préciser une différence de 
structure et de répartition dans le noyau entre l’hétérochromatine et l’euchromatine (Tooze & 
Davies, 1967). Chez les eucaryotes supérieurs, l’hétérochromatine est localisée au niveau de la 
périphérie nucléaire : elle est plus dense aux électrons car la fibre est plus compacte. 
L’hétérochromatine est en général corrélée avec les gènes non transcrits. Au contraire, 
l’euchromatine, très peu contrastée, reflète une chromatine décondensée. Elle est associée aux 
gènes actifs en transcription. Ces états sont transitoires et des régions d’hétérochromatine 
peuvent devenir de l’euchromatine selon la position dans le noyau ou l’activation spécifique de 
la transcription de certains gènes. L’organisation de la chromatine est dynamique, elle peut être 
régulée au cours du cycle cellulaire par des modifications post-traductionnelles ou 
l’incorporation de variants d’histones (Grewal & Jia, 2007). 
Chez la levure S. cerevisiae, l’hétérochromatine est difficilement observable par des 
approches cytologiques (Léger-Silvestre, Trumtel, Noaillac-Depeyre, & Gas, 1999). Ces 
observations sont cohérentes avec la proportion d’hétérochromatine observée chez S. cerevisiae 
d’environ 1% contre 95% chez les métazoaires. Néanmoins, l’étude de régions de « pseudo-
hétérochromatine », chez la levure, a déterminé le fondement des mécanismes moléculaires 
sous-jacents à sa mise en place. Ces régions de « pseudo-hétérochromatine » sont présentes au 
niveau des télomères et des loci Hidden Mat (HM). Elles se retrouvent proches de la périphérie 
nucléaire, ne sont pas transcrites et révèlent une hypoacétylation des histones (Braunstein, 1996; 
Gotta et al., 1996;Rine & Herskowitz, 1987). Nous détaillerons le mécanisme de mise en silence 
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des régions HM dans la partie concernant la régulation du choix du donneur lors du changement 
de type sexuel (section II 1 ; 1.2.). 
2.2) Architecture du noyau chez S. cerevisiae 
Chez S. cerevisiae, les chromosomes sont organisés selon une configuration dite Rabl, qui 
implique le regroupement des centromères au pôle de la cellule via des microtubules générés 
par le SPB (Spindle Pole Body) ainsi que la proximité des télomères vers la périphérie nucléaire 
(Bystricky, Laroche, Van Houwe, Blaszczyk, & Gasser, 2005; Dekker et al., 2002; Jin, Fuchs, & Loidl, 
2000; Palladino et al., 1993; Schober et al., 2008; Therizols & Fabre, 2010).  
a) Le Spindle Pole Body (SPB) 
Chez S. cerevisiae (et d’autres Levures) une « mitose fermée », sans rupture de 
l’enveloppe nucléaire, a lieu lors de la division cellulaire. Ce processus dépend d’une structure 
appelée le SPB. Le SPB permet d’organiser le cytosquelette dans le cytoplasme et connecte les 
microtubules au niveau des kinétochores présents sur la région centromérique (McAinsh, Tytell, 
& Sorger, 2003). De la même manière, il contrôle l’organisation des chromosomes tout au long 
du cycle cellulaire. Pendant l’interphase il assure le regroupement des centromères de 
l’ensemble des chromosomes au pôle de la cellule (Bystricky et al., 2005, Guacci, Hogan, & 
Koshland, 1997, Jin et al., 2000). Le SPB se positionne systématiquement du côté de l’apparition 
du bourgeon à l’opposé du nucléole (Yang 1989, Bystricky 2004, 2005). Au cours du cycle 
cellulaire, il se duplique en G1/S et migre afin d’assurer la ségrégation des chromatides lors de la 
division cellulaire. Son rôle est capital dans l’organisation du noyau et le regroupement des 
centromères participe chez S. cerevisiae à l’organisation du génome sous la conformation Rabl. 
 
 
 
 
44 
 
b) Les télomères 
Les télomères ont un rôle majeur dans l’organisation du génome de S. cerevisiae via leurs 
interactions avec la périphérie nucléaire. La conformation Rabl telle que décrite chez S. cerevisiae 
suggère que les bras des chromosomes sont parrallèles entre eux et que les télomères 
demeurent à la périphérie. Le marquage en FISH des 32 télomères permis d’observer que ces 
derniers se regroupent en seulement 3 à 6 foyers localisés au niveau de la périphérie nucléaire 
(Bystricky et al., 2005, Schober et al., 2008,Hediger & Gasser, 2002, Funabiki & Yanagida, 
1993,Gotta et al., 1996,Palladino et al., 1993, Taddei & Gasser, 2004)(Figure 3A et B).  
En 2004, Taddei et ses collaborateurs démontrent que la mutation de la protéine Sir4 
entraîne la dégradation des foyers télomériques ainsi que la relocalisation de certaines régions 
subtélomériques de la périphérie nucléaire (Bystricky et al., 2009; Taddei, Hediger, Neumann, 
Bauer, & Gasser, 2004). Sir4 appartient à la famille des protéines SIR (Silent Information 
Regulator). Elle est impliquée dans l’établissement de l’hétérochromatine répressive au niveau 
des régions subtélomériques et des loci de l’identité sexuelle HM.  
L’établissement de l’hétérochromatine répressive sur les régions subtélomériques débute 
avec le recrutement de la protéine Rap1 au niveau des séquences télomériques « TG1-3 » 
répétées en tandem (de 250-300pb) (pour revue Taddei, Schober, & Gasser, 2010, Therizols & 
Fabre, 2010). La protéine Rap1, présente à la jonction des télomères et des régions 
subtélomériques, recrute via son domaine C-terminal la protéine Sir3 (Shampay, Szostak, & 
Blackburn, 1984)(Moretti, Freeman, Coodly, & Shore, 1994)(Wotton & Shore, 1997)(Moretti et 
al., 1994)(Shore & Nasmyth, 1987). A son tour, la protéine Sir3 induit le recrutement 
l’hétérodimère Sir4/Sir2. Au sein de ce complexe, la protéine Sir2 déacétyle les queues d’histones 
H3 et H4 au niveau des résidus H3K56 et H4K16, K79. La modification post-traductionnelle H4K16 
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permet aux protéines Sir3 libres de se fixer sur les nucléosomes, favorisant la propagation de la 
formation d’hétérochromatine répréssive (Ottaviani, Gilson, & Magdinier, 2008). 
La protéine Sir4 assure le positionnement des télomères à la périphérie via sa capacité à 
interagir avec la protéine de la membrane nucléaire interne Esc1. Cependant, des études 
confirment que la mutation de la protéine Sir3 n’affecte pas l’association des télomères avec la 
paroi nucléaire concédant que l’établissement d’hétérochromatine et la position des télomères 
sont deux fonctions pouvant être découplées (Hediger, Neumann, Van Houwe, Dubrana, & 
Gasser, 2002a; Taddei, Schober, & Gasser, 2010). En effet, la protéine Sir4 peut être recrutée de 
manière Sir3 indépendante, et ce directement par la protéine Rap1, présente sur les répétitions 
en tandem des télomères, assurant, via son interaction avec Esc1, un point d’ancrage. La protéine 
Sir4 est recrutée en formant un complexe avec l’hétérodimère yKU70/80, en charge de la 
protection des extrémités des télomères (Hetch and G & runstein, 1996) (Figure 3C). Le complexe 
yKU/Sir4 interagit avec le domaine SUN de la protéine transmembranaire Mps3, via le cofacteur 
de la télomérase appelé Est1, assurant un point d’ancrage indépendant de Sir3 (pour revue 
Kueng, Oppikofer, & Gasser, 2013) . De manière intéressante, la mutation des gènes esc1 et 
yku70 entraine une relocalisation des télomères ainsi que le relargage de la protéine Sir2 dans le 
nucléoplasme, conduisant à une forte dérépression des régions subtélomériques (Maillet et al., 
2001; Taddei et al., 2009). De ce fait, la perte de l’ancrage, et donc de l’hétérochromatine 
protégeant les extrémités des télomères entraîne alors un raccourcissement des télomères via 
des évènements de recombinaison (Taddei et al., 2009).  
c) Les pores nucléaires 
Les pores nucléaires représentent un élément de structure important du noyau. D’une 
masse moléculaire d’environ 60 MDa chez la levure (Vasu & Forbes, 2001), entre 65 et 180 pores 
par noyau sont observés (Winey & Mastronarde, 1997).  
CFigure 3 : Le positionnement des télomères est lié aux mécanismes de 
mise en silence.
A: Les télomères se regroupent à proximité la périphérie de manière yKu et Sir4 dépendante. 
B: L’absence de la protéine yKu70 induit  l’éloignement des télomères de la périphérie (Bystricky 2005).
C: Formation de l’hétérochromatine au niveau des télomères et des régions subtélomériques.
Locus HM réprimé
Télomeres
Étalement
Télomeres
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Ils sont composés de plusieurs protéines, de type nucléoporine facilitant la régulation des 
échanges entre le cytoplasme et le noyau. La diffusion libre de protéines jusqu’à 40kDa est 
observée et des mécanismes de transports actifs sont utilisés pour le passage de protéines plus 
importantes (Gorlich & Kutay, 1999). La partie interne du pore nucléaire est constituée de 
filaments formant un panier. Ce dernier est un point d’ancrage pour la chromatine (Dilworth & 
Chambon, 2001, Ishii & Laemmli, 2002, Galy et al., 2000). En 1985 Blobel a émit l’hypothèse que 
les gènes transcrits sont relocalisés vers les pores nucléaires afin de faciliter l’exportation des 
ARNm (Blobel, 1985), phénomène qu’il appela « gene gating ». Plus récemment, l’association de 
gènes avec un pore nucléaire fut mise en évidence par une approche de ChIP (Casolari et al., 
2004; Ishii & Laemmli, 2002). En 2006, Cabal et ses collaborateurs établissent in vivo que les 
gènes GAL (GAL7, GAL 10 et GAL1) occupent un volume nucléaire donné lorsqu’ils sont inactifs 
en transcription : 57% d’entre eux sont au centre du noyau et 43% sont à la périphérie. En 
revanche, l’activation de la transcription des gènes GAL semble induire un déplacement de ces 
derniers vers la périphérie nucléaire (Cabal et al., 2006). La transcription semble favoriser la 
relocalisation de certains gènes. Cependant la relation de causalité entre la localisation aux pores 
et la transcription reste encore à démontrer. (Pour revue Dieppois, Iglesias, & Stutz, 2006). Il est, 
néanmoins, clairement établi que la localisation en périphérie n’est pas systématiquement 
requise pour la transcription (Cabal et al., 2006, Taddei et al., 2006) mais qu’il existe un 
environnement local favorable à la transcription à proximité des pores nucléaires.  
L’interaction, entre la protéine Sir4 et la protéine Nup170 appartenant au complexe du 
pore nucléaire, a pu être mise en évidence (Van De Vosse et al., 2013). Il est intéressant de 
souligner que l’interaction avec un pore nucléaire soit parfois associée avec l’activation de la 
transcription pour certains gènes. Ainsi, l’association d’une région subtélomérique avec un pore 
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nucléaire, pourrait contribuer à la régulation de la transcription de gènes normalement réprimés 
(Taddei et al., 2006(Ishii & Laemmli, 2002, Cabal et al., 2006). 
La périphérie nucléaire est donc un environnement hétérogène partagé entre des locus 
transcrits et l’hétérochromatine périphérique défavorable à la transcription. En effet, certains 
gènes actifs en transcription sont associés aux pores nucléaires tandis que les foyers 
télomériques sont corrélés avec une répression de la transcription (Andrulis, Neiman, Zappulla, 
& Sternglanz, 1998,Taddei et al., 2009). La position et l’état de transcription d’un locus semblent 
être deux caractéristiques dissociables. Or, la suppression de certains composants du pore 
nucléaire entraîne la délocalisation d’une partie des télomères, suggérant un lien structural ou 
fonctionnel entre ces deux entités organisant le génome (Galy et al., 2000).  
d) Le nucléole 
Chez S. cerevisiae, le nucléole est un sous-domaine du noyau qui occupe environ un tiers 
de son volume, formant un croissant de lune proche de l’enveloppe nucléaire (Torres-Rosell et 
al., 2007) (Figure 4). En microscopie électronique, le nucléole est plus dense aux électrons dûs à 
la présence de particules ribosomiques en cours de maturation dans cette zone. L’assemblage de 
ribosomes débute par la transcription des ARN ribosomiques à partir des gènes ribosomiques 
répétés jusqu’à 200 copies (9.1kb par répétition) sur le bras droit du chromosome XII (Figure 4C). 
La transcription de plusieurs copies de gènes ribosomiques est à l’origine de la formation du 
nucléole et provoque l’isolement du bras droit du chromosome XII du reste des autres 
chromosomes. Cette organisation dépend, de même, de l’association entre la périphérie 
nucléaire et des copies de gènes ribosomiques non transcrits. En 2008, Mekhail et ses associés 
suggèrent chez S. cerevisiae, que la protéine de l’enveloppe nucléaire Heh1, impliquée dans 
régulation transcriptionnelle des genes subtélomériques, interagit avec la protéine Sir2 via la 
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protéine Lrs4, toutes deux impliquées dans la formation d’hétérochromatine, la mise en silence 
et la ségrégation des gènes ribosomiques. Dans cette étude, la fusion entre la protéine Sir2 et la 
protéine Heh1 est suffisante pour restaurer l’organisation du nucléole en l’absence de la protéine 
Lrs4 (Mekhail, Seebacher, Gygi, & Moazed, 2008). Ainsi, la composition protéique spécifique du 
nucléole limiterait la diffusion du chromosome XII dans le noyau, diminuant ainsi le risque de 
recombinaison interne entre les gènes ribosomiques répétés (Mekhail et al., 2008). 
 
2.3) Les territoires chromosomiques 
a) Découverte des territoires chromosomiques  
La notion de territoires chromosomiques fut soumise par Carl Rabl en 1885 (Rabl 1885) 
puis étoffée par Théodore Boveri en 1909 (Boveri 1907). Rabl avança que les chromosomes 
condensés lors de la mitose conservaient la même répartition dans l’espace lors de l’interphase. 
Boveri put observer la ségrégation des chromosomes lors de la mitose dans des cellules 
germinales de vers marins (Annelides) et conclua que les chromosomes étaient séparés par un 
espace interchromatinien pendant l’interphase (pour revue Cremer et al., 2006). Cependant, les 
premières observations du noyau par microscopie électronique n’étaient pas assez contrastées 
lors de l’interphase. Il faudra attendre l’apparition des techniques d’hybridation de sondes 
fluorescentes in situ et l’utilisation de nucléosomes fluorescents pour observer l’existence des 
territoires chromosomiques sur un chromosome entier chez des cellules eucaryotes supérieures 
(T. Cremer & Cremer, 2001; Thomas Cremer et al., 2006; Zink et al., 1998)(Figure 5). Chez S. 
cerevisiae, l’existence de territoires chromosomiques fut largement discutée, du fait de la limite 
de résolution des techniques de microscopies ainsi que la taille réduite du noyau (2µm) et du 
génome (12.106pb) par rapport à une cellule d’eucaryote supérieure.  
Figure 4 : Organisation nucléaire chez Saccharomyces cerevisiae.
A Ultrastructure en cryo-électro microscopie d’un noyau de levure. Le spindle Pole Body (SPB, ^eche noire), 
organisation interne des microtubules (^èche blanche) et le nucléole accolé à l’enveloppe nucléaire (NO). 
B Observation d’un noyau de levure au microcope à ^uorescence confocale. Les pores nucléaires sont 
visibles en GFP (NUP49-GFP) sur la périphérie, le nucléole est visible en rouge (NOP1-m Ch) et le SPB est 
visible en blanc/jaune clair (SPB-YFP).  
C Représentation schématique de l’organisation des chromosomes dans le noyau de levure. Le SBP permet 
de regrouper les centromères (CEN) via l’attachement de microtubules au niveau des kinetochores.  
À l'opposé nous retrouvons le nucléole (NO) où les gènes d’ADN ribosomiques sont transcrits à l’origine de 
la biogenèse des ribosomes. Les chromosomes représentés en bleu adoptent une conformation Rabl dans 
le nucléoplasme (Np). Les télomères (TEL) se regroupent vers la périphérie nucléaire et forment des foyers 
de ^uorescences.   
Saez-Vasquez & Gadal 2010
Bystricky et al. 2005
B
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b) Les territoires chromosomiques chez S. cerevisiae 
En 2002, J. Dekker et al. proposent, via une approche de 3C, un modèle d’organisation du 
chromosome III chez S. cerevisiae, dans lequel le centromère forme un angle aigu et les télomères 
sont proches l’un de l’autre (Dekker et al., 2002). Plus tard, des approches de microscopie à 
fluorescence indiquent que les télomères gauche des chromosomes III et IV se regroupent vers 
la périphérie (Bystricky & Gasser, 2005). Par ailleurs, plusieurs études dénotent que deux 
télomères, présents sur des chromosomes ayant des bras de longueurs différentes, ne sont pas 
regroupés (Schober et al., 2008,Therizols et al., 2010).  
Une étude de 4C (dérivée du 3C) à l’échelle du génome a permis de proposer plusieurs 
modèles de conformation du génome, dont certains sont cohérents avec une conformation Rabl 
(Duan et al., 2010)(Figure 5 E et F). Dans cette étude, les auteurs soutiennent également la 
présence de territoires chromosomiques chez la levure. En effet les interactions 
intrachromosomiques, notamment celles au niveau des télomères, semblent plus fréquentes que 
les interactions interchromosomiques. Il en va de même pour les chromosomes asymétriques, 
suggérant que chaque chromosome occupe un territoire propre.  
Chez les cellules d’eucaryotes supérieurs, les territoires chromosomiques semblent 
prédominer sur l’organisation nucléaire (Rouquette, Cremer, Cremer, & Fakan, 2010). Chez S. 
cerevisiae, l’organisation imposée par la conformation Rabl du génome de levure est compatible 
avec cette notion, mais semble affecter différemment la dynamique de la chromatine. 
 
  
Figure 5: Territoires chromosomiques chez les eucaryotes.
A Marquage au DAPI des macro et microchromosomes étalés issus de cellules diploïdes de poulet. 
B MĂƌƋƵĂŐĞ ĚĞƐ ĐŚƌŽŵŽƐŽŵĞƐ ĂǀĞĐ ĚĞƐ ƐŽŶĚĞƐ ŇƵŽƌĞƐĐĞŶƚĞƐ ĐŽŵďŝŶĠĞƐ ĂǀĞĐ ĚĞ ů͛ŽĞƐƚƌĂĚŝŽů͕ ĚĞ ůĂ ĚŝŐŽǆŝ-
ŐĠŶŝŶĞ Ğƚ ĚĞ ůĂ ďŝŽƟŶĞ͘ C LĞƐ ƐŽŶĚĞƐ ŽĞƐƚƌĂĚŝŽů Ğƚ ĚŝŐŽǆŝŐĠŶŝŶĞ ŽŶƚ ĠƚĠ ŵŝƐĞƐ ĞŶ ĠǀŝĚĞŶĐĞ ǀŝĂ ů͛ƵƟůŝƐĂƟŽŶ 
Ě͛ĂŶƟĐŽƌƉƐ ĐŽƵƉůĠƐ ĂǀĞĐ CǇϯ͕ FITC͖ ůĞƐ ƐŽŶĚĞƐ ďŝŽƟŶǇůĠĞƐ ŽŶƚ ĠƚĠ ŵŝƐĞƐ ĞŶ ĠǀŝĚĞŶĐĞ ǀŝĂ ƐƚƌĞƉƚĂǀŝĚŝŶͲĐǇϱ͘ 
LĞ ĐŽĚĞ ĐŽƵůĞƵƌ ĚĞƐ ƐŽŶĚĞƐ ĞƐƚ ƉƌĠĐŝƐĠ ƐĞůŽŶ ůĞƵƌƐ ƉŽƐŝƟŽŶƐ ĚĂŶƐ ůĞ ŐĠŶŽŵĞ ͘ D Image d'une coupe d'un 
ŶŽǇĂƵ ĚĞ ĮďƌŽďůĂƐƚĞ ĚĞ ƉŽƵůĞƚ ŽďƐĞƌǀĠ ƉĂƌ ŵŝĐƌŽƐĐŽƉŝĞ ƉŚŽƚŽŶŝƋƵĞ ĂƉƌğƐ ƚƌĂŝƚĞŵĞŶƚ ƐĞůŽŶ ůĂ ƚĞĐŚŶŝƋƵĞ 
ĚĞ ΗĐŚƌŽŵŽƐŽŵĞ ƉĂŝŶƟŶŐΗ ;ƉŽƵƌ ƌĞǀƵ ǀĂŶ ĚĞƌ PůŽĞŐ͕ ϮϬϬϬͿ͘ E F MŽĚğůĞ ĚĞ ůĂ ĐŽŶĨŽƌŵĂƟŽŶ ĚƵ ŐĠŶŽŵĞ ĚĞ 
S͘ ĐĞƌĞǀŝƐŝĂĞ ďĂƐĠ ƐƵƌ ƵŶĞ ĂƉƉƌŽĐŚĞ ĚĞ ϰͲC͘ NŽƵƐ ƉŽƵǀŽŶƐ ŽďƐĞƌǀĞƌ ƋƵĞ ůĞƐ ĐĞŶƚƌŽŵğƌĞƐ ƐŽŶƚ ƌĂƐƐĞŵďůĠƐ 
ă ƉƌŽǆŝŵŝƚĠ ĚƵ SPB͘ LĞ ĐŚƌŽŵŽƐŽŵĞ XII ĞƐƚ ŝƐŽůĠ ĐĂƌ ůĞƐ ƐĠƋƵĞŶĐĞƐ ƌĠƉĠƚĠĞƐ ĚƵ ƌDNA ŶĞ ƉĞƌŵĞƩĞŶƚ ƉĂƐ 
ĚĞ ĚĠƚĞƌŵŝŶĞƌ ůĞƐ ŝŶƚĞƌĂĐƟŽŶƐ ĞŶƚƌĞ ůĞƐ ĚŝīĠƌĞŶƚƐ ůŽĐŝ͘ LĂ ƉƌĠƐĞŶĐĞ ĚĞ ƚĞƌƌŝƚŽŝƌĞƐ ĐŚƌŽŵŽƐŽŵŝƋƵĞƐ ĐŚĞǌ ůĂ 
ůĞǀƵƌĞ ƐĞŵďůĞ ĐŽŵƉĂƟďůĞ ĂǀĞĐ ƵŶĞ ĐŽŶĨŽƌŵĂƟŽŶ RĂďů͘ 
e f
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3) Dynamique des chromosomes 
 Dans une cellule vivante, les chromosomes occupent une position récurrente mais sont 
sujets à des mouvements constants décrits comme une marche aléatoire contrainte (Hediger & 
Gasser, 2002; Marshall et al., 1997). La dynamique des chromosomes dépend de la nature 
protéique de la fibre de chromatine, sa composition influant directement sur ses propriétés 
physiques. La structure de la chromatine peut varier au cours du cycle cellulaire lors du 
remplacement d’une des histones par un variant, de la modification post-traductionnelle 
d’histones ou encore de la présence de protéines insulatrices. Ainsi, la nature de la fibre 
chromatinienne peut directement affecter la transcription, la réparation ou la réplication des 
chromosomes.  
 La position des gènes et leurs mouvements, au sein du volume nucléaire, représentent 
un niveau supérieur de la dynamique des chromosomes (Burgess-Beusse et al., 2002,Felsenfeld 
& Groudine, 2003,Heard & Bickmore, 2007). Marshall et ses collaborateurs ont mesuré les 
propriétés diffusives d’un gène LEU2, marqué avec un système FROS LacO (Fluorescent Repressor 
Operator System, détaillé plus tard). Ces derniers ont pu déterminer que le gène LEU2 était 
contraint dans sa diffusion (Marshall et al., 1997). Nous verrons plus tard, dans ce manuscrit, que 
la contrainte du gène LEU2 s’explique peut-être par la conformation globale du chromosome III 
(Lassadi, Kamgoué, Goiffon, Tanguy-le-Gac, & Bystricky, 2015). Le développement des 
techniques d’acquisitions rapides en microscopie à fluorescence, a permis de décrire plus 
précisément la dynamique des chromosomes. Ainsi, le mouvement d’un locus précis peut 
adopter deux régimes différents. Le premier, concerne les petits mouvements aléatoires 
constants de la fibre (0.2µm / 1.5s) appelés également mouvements browniens. Ils sont observés 
aussi bien pour des loci situés au centre du noyau que ceux réprimés à la périphérie nucléaire. 
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Quant au second, il décrit les mouvements de plus grande amplitude dans un intervalle de temps 
plus important (0.5µm / 10.5s). Ceux-ci sont observés le plus souvent au niveau des loci actifs en 
transcription (Heun, 2001).  
 La mesure des mouvements de diffusion de différents loci a mis en exergue un régime 
de diffusion aléatoire et confiné avec une dynamique pouvant varier d’un locus à l’autre selon 
son état de transcription ou de sa position dans le noyau (Bystricky & Gasser, 2005; Cabal et al., 
2006; Gartenberg, Neumann, Laroche, Blaszczyk, & Gasser, 2004; Heun, 2001). En effet, l’analyse 
de la dynamique des régions télomériques montre une mobilité réduite et un confinement plus 
important par rapport à un locus actif présent au centre du noyau (Bystricky et al., 2005,Cabal et 
al., 2006,Gartenberg, Neumann, Laroche, Blaszczyk, & Gasser, 2004, Hajjoulo Bystricky, & 
Bancaud, 2009). De plus, les centromères indiquent une dynamique confinée s’expliquant 
sûrement par l’attachement des centromères par le SPB via les microtubules. Enfin, le 
déplacement des gènes GAL au niveau des pores nucléaires, lors de l’activation de leur 
transcription, semble suivre un régime sous-diffusif pouvant dépendre des paramètres de 
viscosité du nucléoplasme, de l’encombrement nucléaire et des propriétés physiques de la fibre 
en elle-même (Albert et al., 2013,Bancaud et al., 2009,Hajjoul et al., 2009). La dynamique de la 
chromatine peut également varier selon le temps de résidence des facteurs protéiques sur la 
fibre d’ADN. Une étude récente souligne que le recrutement du complexe remodeleur de la 
chromatine INO80, via un système LexA à proximité d’un gène rapporteur PHO5 (marqué LacO), 
engendre l’augmentation de la dynamique avec un mouvement sous-diffusif plus important du 
locus proche. La décondensation de la chromatine semble suffisante pour générer 
l’augmentation de la dynamique de manière indépendante de l’activité de l’ARN polymérase sur 
l’ADN (Neumann et al., 2012). Dans le cadre de l’induction de cassures d’ADN double brin (CDB), 
une augmentation globale de la dynamique de la chromatine dépendante de INO80 a été 
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observée une heure après traitement à la zéocin (250µg/ml). Les auteurs s’assurent de 
l’apparition d’une CDB grâce à la détection d’un foci Rad52-YFP. Par la suite, l’analyse des 
mouvements de diffusion d’un locus non clivé marqué avec un système FROS est réalisée dans le 
cas ou locus ne colocalise pas avec le foyer Rad52-YFP (Seeber, Dion, & Gasser, 2013). Ces 
résultats infèrent aussi une augmentation globale de la mobilité de la chromatine. Cependant, la 
zéocin à forte concentration peut provoquer plusieurs CDB à différents loci. Les auteurs ne 
mesurent pas la dynamique d’un seul locus dans la cellule. Il est donc difficile d’évaluer 
précisément si l’augmentation de la dynamique de ce locus est due à un effet global, tel qu’un 
arrêt de la transcription suite à la formation de nombreux CDB, pouvant affecter d’autres loci 
non marqués. De plus, nous savons que la fusion de la protéine Rad52 avec un fluorophore, tel 
que YFP, affecte sa fonction. Par ailleurs, la protéine Rad51-GFP n’est pas utilisée car elle perd sa 
fonction une fois étiquetée. Ainsi, la formation d’un seul foyer Rad52-YFP, en présence d’une 
forte concentration de zéocin, est donc discutable.  
 En 2012, Miné-hattab et ses collaborateurs observent dans une cellule diploïde une 
augmentation de la dynamique au niveau d’une CDB mais encore et, dans une moindre mesure, 
une augmentation globale de la dynamique de la chromatine. Les auteurs admettent que 
l’augmentation de la dynamique au niveau du site de cassure d’ADN favoriserait l’appariement 
des chromatides sœurs permettant une réparation par RH plus efficace dans une cellule diploïde 
(Miné-Hattab & Rothstein, 2012). Cependant, la mesure de la dynamique d’une CDB, à une 
échelle de temps de l’ordre de la milliseconde, démontre que les mouvements de l’extrémité 
d’une CDB diffèrent par rapport aux loci intacts. En effet, l’augmentation globale de la 
dynamique, relative à l’induction d’une CDB, s’accompagne d’une réduction de la dynamique au 
niveau du site de CDB (Saad et al., 2014, Miné-Hattab, Recamier, Izeddin, Rothstein, & Darzacq, 
2017). Ce phénomène, décrit dans différentes études, permettrait de maintenir les extrémitées 
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de la CDB ensemble, tandis que le locus explore le volume nucléaire pour trouver un donneur 
homologue.  
 La réparation d’une CDB peut être retardée selon la nature des extrémités ou la phase 
du cycle cellulaire. Ainsi, une CDB persistante est dirigée vers la périphérie via son interaction 
avec la protéine de l’enveloppe nucléaire Msp3 ou la protéine du pore nucléaire Nup84 (Kalocsay, 
Hiller, & Jentsch, 2009,Nagai et al., 2008,Oza, Jaspersen, Miele, Dekker, & Peterson, 2009, Oza & 
Peterson, 2010). Toutefois, le lien entre le régime sous diffusif adopté par le site de la CDB et son 
recrutement vers la périphérie n’est pas complètement compris. Gasser et ses collaborateurs ont 
montré que le recrutement du site de CDB au niveau du pore nucléaire semble indépendant du 
cycle cellulaire et ne requiert pas les protéines INO80 et  Rad51. En revanche, l’interaction avec 
la protéine Mps3 semble spécifique à la phase S/G2 du cycle cellulaire. De plus, un autre 
mécanisme implique l’incorporation du variant d’histone Htz1 (H2A.Z), via le remodeleur Swr1 
au cours de la phase G1/S. Ces deux mécanismes semblent indépendants et impliquent 
différentes voies de réparation (Horigome 2014).  
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II) Le mécanisme de changement de type sexuel chez la levure S 
cerevisiae 
1) Le type sexuel et le changement de type sexuel chez S. cerevisiae 
1.1) La reproduction sexuée 
Le génome est défini par l’ensemble du matériel génétique d’un individu. Il est composé 
d’acides désoxyribonucléiques (d’ADN) organisés en chromosomes. Cette information génétique 
est transmise aux cellules filles lors de la division cellulaire appelée la mitose. Ce processus 
permet de ségréger équitablement les chromatides de chaque chromosome entre deux cellules 
filles. Le nombre de chromosomes d’une cellule définit son état de ploïdie. La présence d’une 
seule copie de chaque chromosome est l’état haploïde. Par opposition, une cellule est diploïde 
(du grec diploos, double) lorsque les chromosomes sont présents par paires. La transition de 
ploïdie a lieu au cours du cycle cellulaire ou de la reproduction sexuée. Les métazoaires et les 
angiospermes sont diplobiontes ; l’adulte est diploïde et l’état haploïde est principalement limité 
aux gamètes. Les Levures, quant à elles, sont haplodiplobiontes, elles sont capables de se 
reproduire végétativement par simple mitose tant à l’état haploïde qu’à l’état diploïde. Le rôle 
de gamète est assuré par les cellules haploïdes qui forment un diploïde. Chez S. cerevisiae, la 
diploïdie est la forme la plus fréquente dans la nature. En condition de stress les diploïdes 
peuvent réaliser une méiose et générer des tétrades contenant quatre spores (J. E. Haber, 2012). 
Ces spores, résistantes aux conditions extrêmes, permettent de reformer de nouvelles cellules 
haploïdes lorsque les conditions environnantes redeviennent propices. Ainsi, la reproduction 
sexuée assure le retour à l’état diploïde dans l’éventualité où une spore se retrouverait isolée. 
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Figure 6 : Changement de type sexuel chez S. cerevisiae.
A: Organisation du chromosome III. Les loci HM sont présents sur chaque région subtélomérique , le locus 
MAT est sur le bras droit proche du centromère. Le RE (recombinaison enhancer) est situé à 30kb de 
l’extrémité du bras gauche. B: La séquence Y porte les gènes de l’identité sexuelle. Nous retrouvons Yα sur 
HMLα et Ya sur HMRa. Le mécanisme de changement de type sexuel est initié par l’expression de 
l’endonucléase HO, en phase G1 du cycle. Elle cible le locus MAT et induit une cassure d’ADN double brin au 
niveau de la jonction entre les séquences Y/Z. Les régions homologues W,X,Y et Z1 présentes sur le locus 
MAT et sur l’un des donneurs HM s’apparient . La réparation de la cassure d’ADN est assurée par conversion 
génique entre le locus MAT et un des donneurs. 
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 La reproduction sexuée, chez S. cerevisiae, est une fécondation impliquant des gamètes 
de même forme et de même taille. L’absence de caractères morphologiques rend la désignation 
« mâle » et « femelle » impossible. Ainsi, c’est l’expression de différents allèles liés qui définit 
pour le type sexuel.  
1.2) Le changement de type sexuel par conversion génique  
a) Le locus MAT et sa conversion génique 
La reproduction sexuée implique la présence des deux types sexuels. Chez S. cerevisiae, 
le type sexuel d’une cellule haploïde est défini par l’expression du locus MAT situé sur le bras 
droit du chromosome III (Figure 6A). Le locus MAT est composé des régions W, X, Y, Z1 et Z2 dont 
les allèles Ya et Yα permettent l’expression du phénotype sexuel respectivement MATa ou MATα. 
Ces deux allèles contrôlent l’activation et la répression de plusieurs gènes spécifiques du type 
sexuel et assurent la coordination d’un mécanisme longuement étudié chez S. cerevisiae, appelé 
le changement de type sexuel.  
Le changement de type sexuel assure la présence des haplotypes MATa et MATα au sein 
de la population pour la reproduction sexuée. Ce processus, appelé l’homothallisme (auto 
fécondation), fait intervenir une conversion génique du locus MATa en MATα et inversement 
dans une cellule mère avant sa division (Figure 6B).  
b) Les loci HML et HMR 
 La conversion génique du locus MAT nécessite la présence de séquences hétérologues a 
et α dans le génome. Sur le chromosome III, deux régions homologues au locus MAT appelées 
HM pour Hidden MAT Locus, sont présentes au niveau des régions subtélomériques (Figure 6A). 
Sur le bras gauche on distingue le locus HMLα, similaire au locus MATα. Il porte l’allèle Yα et les 
 
 
60 
 
séquences flanquantes W, X, Z1 et Z2. Sur le bras droit le locus HMRa est plus réduit. Il porte 
l’allèle Ya, entouré seulement des régions X et Z1 (McGill, Shafer, & Strathern, 1989).  
Les régions HM présentent toutes deux une organisation hétérochromatique particulière 
conduisant à leur mise en silence. L’étude des mécanismes impliqués dans ce phénomène a 
permis de comprendre de manière générale l’établissement d’hétérochromatine et de mise en 
silence chez S. cerevisiae et les eucaryotes supérieurs à posteriori (Laurenson & Rine, 1992, Loo 
& Rine, 1994, Sherman & Pillus, 1997, Åström & Rine, 1998,Rusche & Rine, 2003, Hickman & 
Rusche, 2011).  
La mise en silence des régions HM joue un rôle essentiel dans le maintien du type sexuel 
et dans l’utilisation des locus HML et HMR lors du changement de type sexuel. La présence 
d’hétérochromatine masque l’accessibilité des régions HM, régulant négativement la 
transcription des séquences Yα et Ya (Brand et al., 1985,Schnell & Rine, 1986). 
c) La mise en silence des loci HM 
Les séquences HMLα et HMRa sont bordées par des séquences de mise en silence 
dénommées HML-E / HML-I et HMR-E / HMR-I (Figure 5C). Elles permettent le recrutement de 
protéines Abf1, Rap1, Orc et Sir1, 2, 3, 4 (Silent Information Regulator) qui lient l’ADN et 
modifient l’organisation de la chromatine (Figure 5C). Ce mécanisme facilite le positionnement 
régulier des nucléosomes, déclenchant la formation d’une structure hétérochromatinienne sur 
une distance de 3kb au niveau des séquences HMLα et HMRa (K. A. Nasmyth, 1982, Ravindra & 
Simpson, 1999, Weiss & Simpson, 1998). L’un des acteurs principaux, impliqué dans la mise en 
silence, est la désacétylase Sir2, responsable de la désacétylation des lysines, présentes sur les 
queues N-terminales des histones H3 et H4 (Imai & Guarente, 2000). De manière surprenante, la 
mise en silence des loci HMLα et HMRa n’est pas identique. En effet, la séquence HMR-E est 
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suffisante pour réprimer la transcription d’un gène inséré dans HMR à la place de la séquence 
Ya. A l’inverse, la présence de la séquence HMR-I seule n’est pas suffisante (Abraham & Hicks, 
1984, Brand & Nasmyth, 1985).  
Les séquences HML-E et HML-I agissent indépendamment l’une de l’autre pour la mise en 
silence des loci HM (Mahoney & Broach, 1989) et la distance qui les sépare est conséquente. En 
effet, le remplacement du locus HMLα, par un gène LEU2, conduit à la mise en silence et 
l’inhibition de l’expression de ce dernier. En revanche, si le gène LEU2 est inséré au milieu de la 
séquence HMLα, la mise en silence devient plus faible et la transcription résiduelle du gène LEU2 
permet alors la croissance des cellules sur un milieu sans leucine (J. E. Haber, 2012).  
d) L’initiation du changement de type sexuel dépendante de l’expression de 
l’endonucléase HO 
En 1982, Strathern établit que l’initiation du changement de type sexuel nécessite 
l’expression transitoire de l’endonucléase HO. La transcription de l’endonucléase HO est limitée 
aux cellules mères qui se sont divisées au moins une fois. Le contrôle de l'expression de l'HO 
dépend du facteur de transcription Swi5, qui est localisé sur le noyau de la cellule mère 
uniquement (K Nasmyth, 1987). L'absence d'expression de Swi5 chez les cellules filles est causée 
par la présence d’un gradient d’ARNm, précurseur de la protéine Ash1, présent seulement dans 
la cellule fille (Bobola, Jansen, Shin, & Nasmyth, 1996; Derbyshire, Weinstock, & Strathern, 1996; 
Sil & Herskowitz, 1996). Ash1 réprime directement la transcription SWI5, limitant ainsi 
l'expression HO à la cellule mère au stade G1 suivant du cycle cellulaire.  
L’endonucléase HO cible une séquence spécifique de 24 pb, localisée à la bordure des 
régions Z1 et Ya / Yα, causant une cassure double brin sur le locus MAT. Cette cassure double 
brin est réparée par une recombinaison homologue particulière appelée la conversion génique 
entre la séquence Ya / Yα, présente sur le locus MAT et une séquence homologue Ya / Yα se 
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situant respectivement aux niveaux des séquences HML et HMR. La présence 
d’hétérochromatine, au niveau des régions HM, masque le site de restriction HO également 
présent. Ainsi, les loci HM sont utilisés comme donneurs intègres, évitant des évènements de 
recombinaison aberrante entre les trois loci MAT, HMLα et HMRa (White & Haber, 1990, Weiss 
& Simpson, 1998, Connolly & Haber, 1988, Loo & Rine, 1994).  
L’homologie entre la fin de la région Z du locus MAT et des séquences HML/HMR est 
suffisante pour assurer une recombinaison efficace. Une fois appariée, l’extrémité 3’ du brin 
invasif permet d’initier la synthèse d’ADN en recopiant la matrice sur le brin donneur (HML/HMR) 
conduisant au remplacement de la séquence Y d’origine du locus MAT (Hicks, amaguchi, & Haber, 
2011; White & Haber, 1990). Par la suite, la synthèse d’ADN se prolonge sur la région X, 
permettant la génération d’homologie suffisante pour la recapture du brin néosynthétisé et sa 
ligation. Ainsi, la région Y du locus MAT est remplacée, tandis qu’elle reste intacte au niveau des 
donneurs (Rudin & Haber, 1988). 
  
Figure 7 : Régulation transcriptionnelle des gènes impliqués dans 
l’identité sexuelle de S. cerevisiae. 
La régulation de l’expression des gènes du type sexuel est dépendante du facteur de transcription Mcm1 
et des protéines Matα1, Matα2 et Mata1. Les gènes alpha spéci]ques sont induits via le complexe Matα
1-Mcm1 tandis que les gènes Mata sont réprimés par Matα2-Mcm1. Dans une cellule Mata, en l’absence 
des protéines Matα1 et 2, les gènes a spéci]ques sont induits via Mcm1 seul.  Dans une cellule diploïde, la 
présence des protéines Mata1 et Matα2 induit la répression des gènes haploïdes spéci]ques. 
Haber, 2012
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1.3) Régulation transcriptionnelle dépendante du type sexuel  
La séquence Yα contient deux gènes spécifiques codant pour les facteurs de transcriptions 
Matα1/Matα2. Ces deux protéines agissent de concert avec le régulateur transcriptionnel Mcm1 
(Figure 7). Le complexe Matα1/Mcm1 induit l’expression de gènes α-spécifiques codant pour la 
phéromone « facteur-α » et le récepteur transmembranaire Ste3 spécifique du « facteur a ». Le 
complexe Matα2/Mcm1, avec l’aide des protéines Tup1 et Ssn6, déclenche la répression des 
gènes a-spécifiques codant pour le récepteur transmembranaire Ste2 spécifique aux 
phéromones « facteur α » et le « facteur a » lui-même. Il est intéressant de souligner, qu’en 
l’absence du locus MAT ou des protéines Matα1/ Matα2, une cellule matΔ se comporte comme 
une cellule MATa. Ce phénomène s’explique par le fait que les gènes a-spécifiques se sont 
constitutivement exprimés en l’absence de Matα2 et les gènes α spécifiques ne sont pas 
transcrits en l’absence de Matα1 (J. Strathern & Herskowitz, 1981).  
La séquence Ya contient deux gènes codant pour les protéines Mata1/Mata2. Le rôle de 
la protéine Mata2 n’est pas défini et semble être accessoire. Cette protéine partage, néanmoins, 
une forte similarité de séquence avec le domaine C terminal de la protéine Matα2 car elles sont 
toutes deux transcrites à partir de la séquence homologue Z1. La protéine Mata1 ne semble pas 
avoir de rôle chez les cellules haploïdes.  
Le complexe Mcm1p/Ste12p permet l’activation de plusieurs gènes impliqués dans la 
synthèse constitutive de phéromones dans le milieu extra cellulaire. Les phéromones « facteur 
α » et « facteur a » ont un rôle clé dans la reproduction sexuée chez S. cerevisiae. La fixation des 
facteurs a ou α, sur leur récepteur complémentaire, exhorte une cascade de phosphorylation, 
permettant une réponse cellulaire précise : l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1 et la fusion de 
deux cellules Mata et Matα La formation d’une cellule diploïde Mata/ Matαprovoque 
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l’endocytose des récepteurs aux phéromones puis la reprise du cycle cellulaire bloquée 
auparavant en G1.  
Chez les diploïdes MATa/MATα, le complexe Matα2/Mata1/Mcm1 est impliqué dans la 
répression des gènes haploïdes-spécifiques tels que l’endonucléase HO, le répresseur 
transcriptionnel Rme1 qui inhibe la méiose et l’activateur de phéromones STE12. Ce complexe 
permet, par ailleurs, l’induction des gènes diploïdes-spécifiques.  
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Figure 8 : Choix du donneur pendant le changement de type sexuel.
Après l’induction de m’endonucléase HO, 80% des cellules MATa utilisent préférentiellement le locus 
HMLα tandis que 90% des cellules MATα choisissent le locus HMRa changeant par conséquent de type 
sexuel. Le choix du donneur dépend d’une séquence identi]ée en cis sur le bras gauche du chromosome 
III, appelée le « recombination enhancer » (RE). Dans une cellule MATa, le RE semble activer le bras 
gauche pour la recombinaison homologue lors du changement du type sexuel. 
90% des cellules ɲ changent vers a 
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1.4) Choix du donneur et rôle du recombination enhancer 
Lors du changement de type sexuel, le choix entre la séquence HMLα et HMRa, pour 
réparer la cassure double brin au site HO n’est pas aléatoire (Figure 8). En effet, 80% des cellules 
MATa utilisent préférentiellement le locus HMLα tandis que 90% des cellules MATα choisissent 
le locus HMRa changeant, par conséquent de type sexuel (Klar & Strathern, 1982, Weiler & 
Broach, 1992, Xiaohua Wu & Haber, 1996). La première hypothèse, émise sur le choix du donneur 
pour réparer le locus MAT, impliquait la séquence des locus HM (X. Wu & Haber, 1995).  
Cependant, des approches génétiques ont permis de montrer qu’en inversant les loci 
HMRa et HMLα, une cellule MATa utilisait toujours le bras gauche indépendamment de la 
séquence présente (Klar et al., 1982, Weiler & Broach, 1992). De plus, dans le cas de la 
suppression de la séquence HMLα, une cellule MATa utilise alors la séquence HMRa. En 1995 Wu 
et al., notent que la suppression de la séquence HMRa dans une cellule MATα conduit à 
l’impossibilité de réparer la cassure double brin qui in fine cause la mort de 50% des cellules (X. 
Wu & Haber, 1995). Cependant, Coïc et ses collaborateurs précisent que seulement 30% des 
cellules meurent dans la situation similaire (Coic, Sun, Wu, & Haber, 2006a).  
Haber et Wu ont pu mettre en relief que le bras gauche du chromosome III semble être 
naturellement réfractaire à la recombinaison dans le type sexuel MATα et est inversement plus 
actif pour la recombinaison dans les cellules MATa (J. E. Haber, 2012, X. Wu & Haber, 1995). Ces 
résultats ont conforté l’hypothèse sur le rôle prépondérant de la position des locus HM en regard 
de la nature de la séquence (X Wu, Moore, & Haber, 1996). 
L’activation du bras gauche du chromosome III, pour la recombinaison uniquement dans 
les cellules MATa, a débouché sur la recherche d’une séquence activatrice en cis proche du locus 
HMLα. Pour ce faire, la séquence du donneur fut déplacée de 12kb à 41kb sur le bras gauche et 
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une série de suppressions de séquences du chromosome III, partant de l’extrémité gauche, fut 
réalisée. La perte de l’activation du bras gauche pour la recombinaison permit d’identifier une 
séquence de 2.5kb à une distance de 17kb du locus HMLα original. En l’absence de cette 
séquence, les cellules MATa choisissent alors le donneur HMLα seulement dans 10% des cas et 
dans 90% des cas le donneur HMRa. De plus, la suppression de cette même séquence a un effet 
minime sur le choix du donneur dans les cellules MATα. En revanche, de l’insertion d’une 
séquence du RE supplémentaire proche du donneur HMRa découle une utilisation égale des deux 
donneurs dans une cellule MATa. Cette séquence, identifiée en cis sur le bras gauche du 
chromosome III, fut appelée la « recombination enhancer » (RE) du fait qu’elle « améliore » la 
recombinaison homologue lors du choix du donneur dans le changement de type sexuel (Szeto 
& Broach, 1997,Xiaohua Wu & Haber, 1996).  
 
2) Mécanismes de réparation d’une cassure d’ADN double brin chez S. 
cerevisiae 
2.1) Maintien de l’intégrité du génome 
Les organismes ont acquis au cours de leur évolution plusieurs mécanismes de réparation de 
l’ADN assurant la prise en charge de différents types de lésions dans le but de maintenir l’intégrité 
du génome, éviter la mort cellulaire, l’apparition de maladies ou encore la cancérogenèse.  
Les principaux dommages à l’ADN connus sont l’apparition de bases altérées, de sites 
abasiques, de paires de bases non complémentaires (mésappariements), de liaisons covalentes 
(pontages) inter et intra-brin de l’hélice d’ADN (dimère de pyrimidine par exemple), de fixations 
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de molécules de manière covalente sur l’ADN (adduit encombrant à l’ADN ou bulky adduct) ainsi 
que de cassures d’ADN double brin (CDB) et simple brin (CSB).   
a) Généralités et mécanismes de réparation  
L’évolution a permis la sélection de mécanismes cellulaires permettant de détecter et de 
prendre en charge ces différentes lésions de l’ADN. L’origine et la nature d’une lésion 
représentent des paramètres importants dans le choix du mécanisme de réparation utilisé par la 
cellule. Outre la réparation par excision de base, d’autres exemples de mécanismes de réparation 
peuvent être cités tels que la réparation de mésappariements qui permet la prise en charge des 
erreurs d’incorporation, d’ajout ou de délétions de bases (MMR Mismatch repair)(Hoeijmakers, 
2001), la réparation par excision de nucléotides qui assure l’élimination d’un oligonucléotide 
porteur d’une lésion encombrante comme celles produites par les rayonnements UV ou les 
composés chimiques provoquant la formation d’adduits à l’ADN ( NER Nucleotide Excision 
Repair), (Hoeijmakers, 2001).  
b) Les cassures simple brin 
Les CSB peuvent apparaître à la suite d’attaques oxydatives causées par des dérivés 
réactifs de l’oxygène (ROS), ainsi que par la présence de stress topologiques mal résolus par l’ADN 
topoisomérase TOP1 lors de la transcription ou de la réplication (Champoux, 2001,Caldecott, 
2008). Les CSB sont également observées lors de la réparation par excision de base (BER Base 
Excision Repair). Ce mécanisme de réparation est constitué d’une première étape de 
reconnaissance et d’excision de la base endommagée par des ADN glycosylases. Ensuite, le site 
abasique est éliminé par l’action d’une endonucléase entraînant la formation d’une cassure 
simple-brin de l’ADN (Hoeijmakers, 2001).  
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Des barrières naturelles sur l’ADN peuvent entraîner l’apparition de CSB, telles que les 
collisions entre les machineries de réplication et de transcription ou les structures secondaires 
de l’ADN (Lambert et al, 2005; Mirkin, 2006; Prado & Aguilera, 2005).  
c ) Les cassures d’ADN double brin  
Les cellules sont capables d’induire une CDB de manière contrôlée dans le but de 
réarranger une partie de leur génome. Un des exemples principaux concerne les CDB 
apparaissant lors de la méiose (de Massy, 2013). Les CDB méiotiques sont contrôlées par la 
protéine Spo11, très conservée au cours de l’évolution (de Massy, 2013, Keeney, Giroux, & 
Kleckner, 1997). Chez la levure, nous pouvons, outre cela, évoquer l’induction de l’endonucléase 
HO qui permet d’initier la conversion génique au niveau du locus MAT lors du changement de 
phénotype sexuel (J. E. Haber, 2012) (Figure 8). Chez les vertébrés, le développement des 
lymphocytes implique la diversification des anticorps via la voie de recombinaison V(D)J initiée 
par l’induction de l’endonucléase RAG (Helmink & Sleckman, 2012 ,Alt, Zhang, Meng, Guo, & 
Schwer, 2013). La réparation d’une CDB est essentielle pour le maintien de l’intégrité du génome. 
Un défaut, dans la signalisation ou la réparation de dommages à l’ADN, peut conduire à 
l’accumulation de mutations contribuant à la mort cellulaire ou à la cancérogenèse (Durante et 
al., 2013,(Larmonie et al., 2013) (Bernstein, Bernstein, Payne, & Garewal, 2002,Thompson & 
Schild, 2002).  
 La prise en charge d’une CBD est assurée principalement par deux mécanismes appelés 
la recombinaison homologue (RH) et la jonction des extrémités non homologue (NHEJ pour Non 
Homologous End joining). 
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2.2) Mécanismes de réparation des cassures double brin 
Les cassures d’ADN double brin sont parmi les lésions de l’ADN les plus délétères pour 
une cellule et de nombreuses études ont permis de comprendre en détail les mécanismes de RH 
et de NHEJ.  
Dans ce chapitre, je décrirais les processus et protéines impliqués dans la réparation des 
cassures d’ADN double brin chez la levure S. cerevisiae. Nous évoquerons si les protéines 
analogues des eucaryotes mammifères sont absentes chez la levure ou si elles présentent un 
nom différent. 
a) Signalisation des cassures d’ADN 
La détection et la signalisation d’une cassure d’ADN représentent les premières étapes 
dans la voie de réparation de l’ADN. La variété des dommages à l’ADN implique la nécessité pour 
une cellule d’avoir un système de détection capable de repérer les diverses altérations de la 
structure de l’ADN. L’apparition d’une lésion à l’ADN active un mécanisme de « réponse aux 
dommages à l’ADN » (DDR pour DNA Damage response en anglais) pouvant résoudre ce 
dommage de manière adaptée en fonction de sa nature. Ainsi, les organismes ont acquis une 
palette d’outils moléculaires complexes permettant de coordonner le choix du mécanisme de 
réparation approprié selon la nature de la lésion (A L Olins & Olins, 1974)(Figure 9). La détection 
rapide d’une lésion d’ADN assure une réponse cellulaire adaptée ; telle que l’induction de l’arrêt 
du cycle cellulaire et  la réplication,  permettant à la cellule de réparer une CDB avant sa division. 
Dans le cas d’une CDB persistante ou délétère, des points de contrôle permettent l’induction de 
la mort cellulaire, limitant l’apparition de mutations pouvant initier un processus de 
cancérogenèse.  
Hoeijmakers et al. , Nature 2001
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Figure 9 : Dommages à l’ADN, mécanismes de réparation et 
conséquences.
Les dommages à l’ADN peuvent être d’origines diverses. Di`érents mécanismes de réparation permettant 
de prendre en charge plusieurs types de dommages à l’ADN. Lors de la réparation de dommages à l’ADN, 
des conséquences sont visibles, l’arrêt du cycle cellulaire à di`érents points de contrôle (marques rouges), 
l’inhibition de la réplication et de la transcription générale. Lorsque la réparation ne permet pas de restau-
rer l’information génétique d’origine, des conséquences telles que l’apparition de mutations et de réarran-
gements chromosomiques peuvent avoir lieu. L’accumulation de ce genre d’événements est à l’origine 
des processus de cancérogenèse chez les eucaryotes supérieurs. 
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La DDR repose principalement sur l’activation des kinases Mec1 et Tel1 (respectivement 
complexe ATR et ATM chez les eucaryotes mammifères). Ces protéines participent aux 
mécanismes de détection des CDB et permettent la propagation du signal approprié dans la 
cellule via l’activation d’une cascade de phosphorylation.  
Dans le cadre de la RH, la DDR est initiée par la détection des extrémités libres de la CDB 
par le complexe MRX. Le complexe MRX (Mre11/Rad50/Xrs2), possède un rôle dans la résection 
des extrémités (Stracker & Petrini, 2011,Lisby, Barlow, Burgess, & Rothstein, 2004). Il assure le 
recrutement et l’activation de la kinase Tel1 via l’interaction avec la protéine Xrs2(Nakada, 
Matsumoto, & Sugimoto, 2003, Villa, & Longhese, 2016). La protéine Tel1 catalyse la 
phosphorylation de la sérine 129 de l’histone H2A (sous la forme γH2AX chez les eucaryotes 
supérieurs) au niveau de la chromatine autour de la CDB. La protéine Sae2, recrutée au niveau 
de la CDB, permet, en synergie avec la protéine Tel1, la stimulation de la résection de l’ADN via 
l’activation du complexe MRX et de l’exonucléase Exo1. L’extrémité 3’ simple brin générée est 
rapidement reconnue par les protéines RPA (réplication protéine A) formant un nucléofilament 
ADNsb / RPA. La protéine RPA est impliquée dans la protection de l’ADNsb généré lors de la 
réplication, la transcription et la maintenance des télomères (Longhese, Plevani, & Lucchini, 
1994, Sung & Sehorn, 2003, Symington, 2002). Les sous-unités de RPA (Rfa1 et Rfa2) sont 
phosphorylées par la protéine Mec1 via sa sous-unité Ddc2 (ATRIP pour ATR-interacting protein 
chez les eucaryotes mammifères) (Paciotti, Clerici, Lucchini, & Longhese, 2000). La protéine 
Rad54, en complexe avec Rfc2, se lie à la jonction entre l’ADNdb/sb, permettant le chargement 
du complexe 9-1-1 (formé par les protéines Rad9 / Rad1 / Hus1) via l’activation de la protéine 
Rad17 (clamp loader) (Harper & Elledge, 2007). Le complexe de 9-1-1 ainsi que Rad17 sont 
phosphorylés par Mec1 / Ddc2, permettant la propagation du signal (Harper & Elledge, 2007). La 
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protéine Rad9 activée, se dissocie de Rad53 qui, à son tour, stimule l’activité de phosphorylation 
de Mec1.  
De manière similaire, Mec1 et Tel1 activent les protéines Rad53 et Chk1 (respectivement 
Chk2 et Chk1 chez les mammifères) (Harper & Elledge, 2007, Friedel, Pike, & Gasser, 2009,Villa 
et al., 2016,Cassani et al., 2016). Cette activité engendre un arrêt rapide de la réplication et du 
cycle cellulaire (C. B. Bennett, Lewis, Baldwin, & Resnick, 1993, Berti & Vindigni, 2016) et une 
activation des gènes impliqués dans la réponse aux dommages à l’ADN permettant l’induction 
du mécanisme de réparation de l’ADN (Cassani et al., 2016). 
b) La recombinaison homologue  
La recombinaison homologue est un mécanisme de réparation de l’ADN très conservé au 
cours de l’évolution (Porteus, 2007) . Elle est une source de diversité génétique et engage la 
ségrégation correcte des chromosomes durant la méiose. Dans les cellules mitotiques, elle mise 
sur la restauration de l’information génétique endommagée de manière fidèle via l’utilisation 
d’une séquence homologue intègre, le plus souvent celle de la chromatide sœur disponible en 
phase S/G2 du cycle cellulaire (pour revues : Pâques et Haber, 1999 ; Symington, 2002 ; Aylon et 
Kupiec, 2004, Heyer, Ehmsen, & Liu, 2010,Kadyk & Hartwell, 1992, Nasmyth & Haering, 2009). Il 
est à noter, que la RH intervient également dans le redémarrage des fourches de réplication en 
pause et qu’elle est nécessaire pour initier les réarrangements chromosomiques programmés, 
tel que le mécanisme de changement de type sexuel chez S. cerevisiae (San Filippo, Sung, & Klein, 
2008,Heyer, Ehmsen, & Liu, 2010).  
  
Aƫkum & Gasser, Nature Reviews Mol Cell Biol; Oct 2005
HR NHEJ
Figure 10 : Recombinaison Homologue (RH) et Non Homologous End Joining (NHEJ), mécanismes 
principaux de réparation des cassures d’ADN double brin. 
 Lors de l’apparition d’une CDB, les mécanismes de RH et NHEJ peuvent prendre en charge sa répara-
tion. La RH implique le recrutement du complexe MRX (Mre11,Rad50, Xrs2) pour initier la résection de l’ADN. 
Par la suite; les protéines Exo1 et Sae2 assurent la résection longue. L’ADN simple brin est recouvert par les 
protéines RPA. La protéine Rad52 stimulée par la voie de signalisation des dommages à l’ADN facilite le 
recrutement de la protéine Rad51 sur l’ADN. Rad51 polymérise sur l’ADNsb formant un nucléoprotéo]la-
ment. Ce complexe permet la recherche d’homologie et l’invasion de l’ADN double brin du donneur pour la 
réparation. La NHEJ implique la protection des extrémités de la CDB par le complexe Ku. Le complexe Ku et 
MRX permettent  de maintenir les extrémités ensemble. Xrs2 est impliqué dans le recrutement du complexe 
de l’ADN ligase 4 qui catalyse la réparation par religature des extrémités. 
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Les protéines de la RH 
Les protéines, impliquées dans la RH, furent identifiées chez S. cerevisiae via un crible 
génétique permettant de détecter des mutants hypersensibles à une exposition aux radiations 
ionisantes (IR) (Symington, 2002b). Le nom de Rad, pour « radioactive sensitive », désigne les 
protéines impliquées dans la RH, parmi lesquelles se trouve Rad52, Rad51, Rad50, Rad54, Rad55, 
Rad57et Rad59. L’ensemble des gènes codant ce groupe de protéines est épistatique au gène 
codant RAD52. Tous les membres de ce groupe sont extrêmement bien conservés chez les 
eucaryotes.  
La protéine Rad51 
La protéine Rad51 est très conservée au cours de l’évolution, on retrouve l’homologue 
RecA chez les bactéries, RadA chez les archéobactéries, Rad51 et ses paralogues chez les 
eucraryotes. Chez S. cerevisiae, 59% d’identité du gène RAD51 est partagée avec ses homologues 
chez l’Homme ou la souris. Chez les mammifères, cinq paralogues de Rad51 ont été identifiés : 
Rad51B Rad51C, Rad51D, XRCC2 et XRCC3, formant deux complexes constitutifs (BCDX2 
(RAD51B-RAD51CRAD51D-XRCC2) et CX3 (RAD51C-XRCC3) (Masson et al., 2001 ; Yonetani et al., 
2005). Les paralogues de Rad51 présentent une haute similarité de séquence avec la 
conservation des motifs de type Walker A et B et semblent jouer un rôle dans la signalisation et 
la résistance aux dommages de l'ADN. En effet, leur suppression peut entraîner des défauts 
graves de la RH, une sensibilité accrue aux dommages à l'ADN, des anomalies chromosomiques 
et une altération dans la formation de focus nucléaire de Rad51 après induction de dommages à 
l'ADN (Chun et al. 2013 ; French et al, 2001). 
Ces protéines appartiennent à la famille des recombinases. Elles recouvrent l’ADN simple-
brin, formé par dégradation des extrémités 5’ et forment un nucléoprotéofilament indispensable 
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à la recherche d’une séquence homologue dans le génome entier. Les protéines Rad51 facilitent 
l'appariement du brin invasif lors de la RH, conduisant à la formation d'une boucle de 
déplacement (D-loop). 
La protéine Rad52 
Chez la levure, Rad52 participe à la RH ; elle interagit avec la protéine Rad51 et le 
complexe RPA où elle agit comme médiateur pour permettre la fixation de Rad51 au niveau de 
l’ADN simple-brin (Sung et al.,2000). La fixation du complexe Rad52-Rad51 sert de site de 
nucléation pour l’assemblage du filament présynaptique (Song et Sung, 2000). Rad52 intervient 
également dans les mécanismes indépendants de Rad51 tels que le BIR et le SSA (Symington, 
2002). 
La protéine Rad59 
La protéine Rad59 possède une forte similarité de séquence avec la région N-terminale 
de la protéine Rad52. Elle participe à l’appariement des régions d’ADN simple-brin (Bai et 
Symington, 1996). Elle est également impliquée dans le mécanisme de SSA (Storici et al., 2006). 
Les protéines Rad55 et Rad57 
Les protéines Rad55 et Rad57 forment un hétérodimère qui se fixe à proximité du site de 
CDB et participe à la stabilisation de Rad51 et Rad52. Cet hétérodimère est important lors de 
l’invasion de l’extrémité de la cassure dans l’ADN donneur. Chez des mutants rad55/rad57, 
l’absence de formation de foci de Rad51, après induction de dommages à l’ADN, suggère que ce 
complexe participe à la stabilisation du nucléofilament Rad51 ainsi qu’à la catalyse de l’échange 
de brins (Aylon et Kupiec, 2004, Johnson et Symington, 1995). 
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La protéine Rad54 
La protéine Rad54 est capable de translocation sur l’ADNdb via son activité ATPase, 
induisant des remodelages de chromatine et l’éviction de protéines présentes sur l’ADNdb 
(Amitani, Baskin, & Kowalczykowski, 2006; Thomä et al., 2005). L’interaction de Rad54 avec 
Rad51, catalyse l’échange de brins (Clever et al., 1997; Petukhova, Stratton, & Sung, 1998; 
Raschle, Van Komen, Chi, Ellenberger, & Sung, 2004) et permet sa fixation au niveau des jonctions 
de Holliday pour assurer leur migration (Bugreev, Mazina, & Mazin, 2006). Rad54 permettrait 
aussi au filament présynaptique de scanner activement le duplex d’ADN à la recherche d’une 
région homologue (Sung et al., 2003). De plus, Rad54 stimule l’activité endonucléase des 
protéines Mus81-Mms4 (Eme1 chez les mammifères) pour la résolution des intermédiaires de 
RH (Interthal & Heyer, 2000; Matulova et al., 2009; Mazina & Mazin, 2008). 
Le complexe MRX 
Les protéines Mre11, Rad50 et Xrs2 s’assemblent pour former le complexe MRX (MRN 
chez les mammifères). Ce complexe est rapidement recruté au niveau de la CDB : il est impliqué 
dans la résection de l’ADN et pour maintenir ensemble les extrémités de la cassure à la fois dans 
la NHEJ et la RH. Le complexe MRX possède une activité endonucléase de l’ADN simple-brin et 
une activité exonucléase 5’-3’ (Paull & Gellert, 1998).  
Le mécanisme de recombinaison homologe 
Le mécanisme de RH (figure 10) débute avec la résection dans le sens 5’-3’ des extrémités 
de la cassure d’ADN. La protéine Sae2 stimule l’activité endonucléolytique du complexe MRX en 
activant l’activité endonucléase de la protéine Mre11 (Cannavo & Cejka, 2014). Ainsi, Mre11 est 
apte à éliminer les structures secondaires telles que les tiges boucles pouvant se former aux 
extrémités de la CDB (Lengsfeld, Rattray, Bhaskara, Ghirlando, & Paull, 2007). La résection est 
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initiée sur une centaine de paires de bases dans le sens 5’-3’ générant de l’ADNsb avec une 
extrémité 3’ sortante (Stracker & Petrini, 2011). Le complexe MRX permet le recrutement de 
l’exonucléase Exo1 qui assure une résection sur une plus longue distance. Le complexe hélicase 
Sgs1 / Top3 / Rmi1 (STR mammifère BML/TOP3α/RMIa et RMI2) et l’endonucléase Dna2 assistent 
Exo1 dans la résection en éliminant des oligonucléotides pouvant se fixer sur le brin 5’(Huertas 
et al., 2008, Mimitou & Symington, 2008, Cejka et al., 2010, Niu et al., 2010, Zhu, Chung, Shim, 
Lee, & Ira, 2008). De même, la résection longue semble être assistée par le remodeleur de 
chromatine FUN30 (X. Chen et al., 2012, Costelloe & Mukherjee, 2013).  
Les protéines RPA, composées des sous-unités Rfa1, Rfa2 et Rfa3, préviennent la 
formation de structures secondaires sur l’ADNsb (H. Chen, Lisby, & Symington, 2013,Brill & 
Stillman, 1991). A travers cette activité, elles facilitent la formation du filament pré-synaptique 
mais sont en compétition avec Rad51 pour la fixation à l’ADN simple brin (ADNsb). La nucléation 
de Rad51 sur l’ADN en présence de RPA est facilitée par les paralogues de Rad51 (Rad55, Rad57, 
Shu1 et Psy3) ainsi que la protéine Rad52 (Sung, 1997). En effet, la phosphorylation des sous-
unités Rfa1 et Rfa2 (complexe RPA), par Mec1 et Tel1, favorise l’interaction entre RPA / Rad52 et 
facilite le recrutement de Rad51 sur l’ADNsb (Brush, 2000, H. S. Kim & Brill, 2003).  
La formation du nucléoprotéofilament Rad51 ou complexe pré-synaptique concourt à la 
recherche de la séquence homologue dans le génome (New, Sugiyama, Zaitseva, & 
Kowalczykowski, 1998, Gasior et al., 2001 Barzel & Kupiec, 2008,Weiner, Zauberman, & Minsky, 
2009,Renkawitz, Lademann, Kalocsay, & Jentsch, 2013). Le donneur peut être la chromatide 
sœur si la cassure a eu lieu après la réplication de l’ADN (San Filippo et al., 2008) ou le 
chromosome homologue dans le cas des organismes diploïdes. Néanmoins, un donneur sur un 
locus différent peut également être utilisé pour la RH (Barzel & Kupiec, 2008,Aylon, Liefshitz, 
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Bitan-Banin, & Kupiec, 2003). Une fois la séquence homologue trouvée, la translocase ATP-
dépendante Rad54 stimule l’invasion du nucléoprotéofilament dans l’ADN double brin du 
donneur pour former une D-Loop (Displacement Loop). La protéine Rad51 est retirée de la D-
loop par la protéine Rad54, permettant d’initier la synthèse d’ADN assurée par l’ADN polymérase 
δ ou ε à partir de l’extrémité 3’ du brin envahissant (Maloisel, Fabre, & Gangloff, 2008; Neal 
Sugawara, Wang, & Haber, 2003; Wright & Heyer, 2014). Enfin, la capture de la seconde 
extrémité de la CDB, par fusion avec la D-loop en cours d’extension, conduit à la formation de 
jonctions de Holliday (HJs pour Holliday Junctions) qui seront résolues pour donner des structures 
de type non-enjambement ou enjambement (non-crossover ou crossover) (San Filippo, 2008). 
  Plusieurs mécanismes de RH coexistent et sont utilisés selon le contexte cellulaire : ils 
sont présentés dans la Figure 11 (Heyer et al., 2010) .  
Le modèle de réparation des cassures d’ADN double brin (DSBR) 
Dans le cas où les deux jonctions de Holliday sont clivées de la même manière, une 
conversion génique simple est observée. En revanche, si une des jonctions est clivée au niveau 
des brins croisés et l’autre au niveau des brins non-croisés, il y a alors crossing-over. Ces deux 
jonctions peuvent être coupées par des résolvases. Chez S. cerevisiae, Mms4p-Mus81p pourrait 
jouer un rôle dans le clivage des jonctions de Holliday (Boddy et al., 2001). Cependant, des études 
in vitro ont révélé que le complexe Mus81p-Mms4, seul, ne peut pas réaliser ce clivage. Ce 
constat supposerait la présence d’un coactivateur (Ehmsen et Heyer, 2008). 
Le mécanisme de SDSA 
Le modèle de SDSA (synthesis-dependent strand annealing en anglais) a été proposé car, 
en mitose, une conversion génique n’est pas systématiquement associée à des crossing-over 
(Kostriken, Strathern, Klar, Hicks, & Heffron, 1983; Nassif, Penney, Pal, Engels, & Gloor, 1994).  
AB C D
FŝŐƵƌĞ ϭϭ ͗ VŽŝĞƐ ĚĞ ƌĠƉĂƌĂƟŽŶ ĚĞƐ ĐĂƐƐƵƌĞƐ ĚĞ ů A͛DN ĚŽƵďůĞ ďƌŝŶ ƉĂƌ ůĂ 
ƌĞĐŽŵďŝŶĂŝƐŽŶ ŚŽŵŽůŽŐƵĞ͘
LĂ ƌĠƐĞĐƟŽŶ ĚĞ ů A͛DN ĞƐƚ ƵŶĞ ĠƚĂƉĞ ĐůĠ ĚĞ ůĂ ƌĠƉĂƌĂƟŽŶ ƉĂƌ ƌĞĐŽŵďŝŶĂŝƐŽŶ ŚŽŵŽůŽŐƵĞ͘ L͛ ADN ƐŝŵƉůĞ ďƌŝŶ 
ŐĠŶĠƌĠ ƉĞƵƚ ġƚƌĞ ƉƌŝƐ ĞŶ ĐŚĂƌŐĞ ƉĂƌ ĚŝīĠƌĞŶƚƐ ŵĠĐĂŶŝƐŵĞƐ͘ A͗ LĞ SSA ƉŽƵƌ ;SŝŶŐůĞͲSƚƌĂŶĚ AŶŶĞĂůŝŶŐͿ ƉĞƵƚ ƐĞ 
ƉƌŽĚƵŝƌĞ ůŽƌƐƋƵĞ ĚĞ ĐŽƵƌƚĞƐ ƐĠƋƵĞŶĐĞƐ ƌĠƉĠƚĠĞƐ ƐĞ ƌĞƚƌŽƵǀĞŶƚ ƐŽƵƐ ĨŽƌŵĞ ƐŝŵƉůĞ ďƌŝŶ Ğƚ ƐŽŶƚ ĐĂƉĂďůĞƐ ĚĞ 
Ɛ͛ŚǇďƌŝĚĞƌ͘  CĞƩĞ ŚŽŵŽůŽŐŝĞ ŝŶĚƵŝƚ ů Ġ͛ůŝŵŝŶĂƟŽŶ ĚĞƐ ĞǆƚƌĠŵŝƚĠƐ ϯ͛ ŇŽƩĂŶƚĞƐ ĐŽŶĚƵŝƐĂŶƚ ă ůĂ ƉĞƌƚĞ 
Ě͛ŝŶĨŽƌŵĂƟŽŶƐ ŐĠŶĠƟƋƵĞƐ͘ LĂ ƌĠƉĂƌĂƟŽŶ ƉĂƌ ĐŽŶǀĞƌƐŝŽŶ ŐĠŶŝƋƵĞ ;GCͿ ŝŵƉůŝƋƵĞ ĚĞƵǆ ŵĠĐĂŶŝƐŵĞƐ ;B Ğƚ CͿ 
ŶĠĐĠƐƐŝƚĂŶƚ ĞŶ ƉƌĞŵŝĞƌ ůŝĞƵ ů͛ŚǇďƌŝĚĂƟŽŶ Ğƚ ůĂ ƐǇŶƚŚğƐĞ Ě A͛DN ĂƉƌğƐ ŝŶǀĂƐŝŽŶ ĚĞ ůĂ DͲůŽŽƉ ĚĂŶƐ ůĂ ƐĠƋƵĞŶĐĞ 
ĚƵ ĚŽŶŶĞƵƌ͘  B: LĂ ƌĠƐŽůƵƟŽŶ ĚĞƐ ĚŽƵďůĞƐ ũŽŶĐƟŽŶƐ ĚĞ HŽůůŝĚĂǇ ŝŵƉůŝƋƵĞ ůĂ ĨŽƌŵĂƟŽŶ ĚĞ ůĂ DͲůŽŽƉ Ğƚ 
ů͛ƵƟůŝƐĂƟŽŶ ĚĞ ůĂ ƐĠƋƵĞŶĐĞ ĚƵ ĚŽŶŶĞƵƌ ĐŽŵŵĞ ŵĂƚƌŝĐĞ ůŽƌƐ ĚĞ ůĂ ƐǇŶƚŚğƐĞ ĚA͛DN͘ Sŝ ů Ğ͛ǆƚƌĠŵŝƚĠ ϯ͛ ĞƐƚ ĐĂƉƚƵͲ
ƌĠĞ ƉĂƌ ů Ă͛ƵƚƌĞ ĞǆƚƌĠŵŝƚĠ ĚĞ ůĂ CDB͕ ĚĞƐ ƉƌŽƚĠŝŶĞƐ ƌĠƐŽůǀĂƐĞƐ ƉĞƌŵĞƩĞŶƚ ů͛ĠĐŚĂŶŐĞ ŽƵ ůĂ ƌĞƐƚĂƵƌĂƟŽŶ ĚĞƐ 
ƐĠƋƵĞŶĐĞƐ Ě͛ŽƌŝŐŝŶĞƐ͘ C: LĞ ŵĠĐĂŶŝƐŵĞ ĚĞ SDSA ;SǇŶƚŚĞƐŝƐͲDĞƉĞŶĚĞŶƚ SƚƌĂŶĚ AŶŶĞĂůŝŶŐͿ ŝŵƉůŝƋƵĞ ƋƵĞ 
ů Ğ͛ǆƚƌĠŵŝƚĠ ϯ͛ ĚƵ ďƌŝŶ ŝŶǀĂƐŝĨ ƌĞĐĂƉƚƵƌĞ ů͛ĂƵƚƌĞ ĞǆƚƌĠŵŝƚĠ ĚĞ ůĂ ĐĂƐƐƵƌĞ͘ D͗ LĞ ŵĠĐĂŶŝƐŵĞ ĚĞ BIR ;BƌĞĂĐŬ 
IŶĚƵĐĞĚ RĞƉůŝĐĂƟŽŶͿ ĂƉƉĂƌĂŝƚ ůŽƌƐ ĚĞ ů͛ĞīŽŶĚƌĞŵĞŶƚ ĚĞƐ ĨŽƵƌĐŚĞƐ ĚĞ ƌĠƉůŝĐĂƟŽŶ͘ Iů ŝŵƉůŝƋƵĞ ůĂ ƉƌĠƐĞŶĐĞ 
Ě͛ƵŶĞ ƐĞƵůĞ ĞǆƚƌĠŵŝƚĠ ĚĞ ĐĂƐƐƵƌĞ͘ LĂ ƌĠƉĂƌĂƟŽŶ ƐĞ ĨĂŝƚ ƉĂƌ ƵŶ ŵĠĐĂŶŝƐŵĞ ĚĞ ƌĠƉůŝĐĂƟŽŶ ĐŽŶƐĞƌǀĂƟĨ Ğƚ ƉĞƵƚ 
ĞŶƚƌĂŝŶĞƌ ůĂ ƉĞƌƚĞ Ě͛ŝŶĨŽƌŵĂƟŽŶ ĚƵ ůŽĐƵƐ͘  
CDB
RĠƐĞĐƟŽŶ
DͲůŽŽƉ Ğƚ ŝŶǀĂƐŝŽŶ
Haber, 2009
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Dans ce mécanisme, la formation d’une double jonction de Holliday, bien que possible 
dans les cellules mitotiques, est négativement régulée par les l’hélicase Srs2 ou Mph1 ainsi que 
par le complexe Sgs1-Top3-Rmi1 et reste largement minoritaire (Bzymek, Thayer, Oh, Kleckner, 
& Hunter, 2010; Cejka et al., 2010; G. Ira, Satory, & Haber, 2006; Grzegorz Ira, Malkova, Liberi, 
Foiani, & Haber, 2003; Schürer, Rudolph, Ulrich, & Kramer, 2004)(Cejka et al., 2010; G. Ira et al., 
2006; Grzegorz Ira et al., 2003; Schürer et al., 2004).  
Dans le contexte du changement de type sexuel chez S. cerevisiae, le donneur HML ou 
HMR possède une séquence centrale partiellement homologue au locus MAT, ce qui conduit à la 
conversion génique de la séquence sur le site de la CDB. (J. N. Strathern, Shafer, & McGill, 
1995,Hicks, Kim, & Haber, 2010).  
Le mécanisme de SSA 
Des mécanismes indépendants de Rad51 assurent également la réparation de CBD. Le dispositif 
de SSA (Single Strand Annealing) implique la résection des deux extrémités 5’ ce qui amène à la 
formation de longues séquences d’ADNsb. Suite à ce phénomène, des séquences 
complémentaires homologues de 30nt minimum peuvent s’apparier pour créer une synapse 
entre deux extrémités d’une CDB (Bhargava, Onyango, & Stark, 2016,Sugawara, Ira, & Haber, 
2000,Villarreal et al., 2012). Les ADNsb sont recouverts de protéines RPA et l’hybridation des 
séquences homologues est assurée par la protéine Rad52 (Rothenberg, Grimme, Spies, & Ha, 
2008). La dégradation des régions 3’ non-appariées est ainsi observée via les nucléases Rad 1-
Rad10 avec l’aide des protéines Msh2-Msh3 impliquées dans la voie MMR (Mismatch Repair) 
(Neal Sugawara, Paques, Colaiacovo, & Haber, 1997,Li et al., 2008,W.-L. Toh et al., 2010,Bhargava 
et al., 2016)..  
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Ce mécanisme représente une source d’instabilité génomique car il conduit à une délétion 
de la région contenue entre les deux séquences homologues (J. M. Daley & Wilson, 2005; 
Fishman-Lobell, Rudin, & Haber, 1992; Maryon, Carroll, & Maryont, 1991). Malgré son potentiel 
mutagène, le mécanisme de SSA représente un mécanisme de secours dans le cas où la résolution 
des jonctions de Holliday est avortée ou lorsque la réparation par MMEJ n’est pas possible. Enfin, 
il permet de réparer une CDB en l’absence de donneur sur une chromatide sœur(Bhargava et al., 
2016) . 
Le mécanisme de BIR 
Le mécanisme de BIR prend en charge les CDB ne possédant qu’une seule extrémité 
d’ADN telles que celles apparaissant lors de l’effondrement des fourches de réplication (Llorente, 
Smith, & Symington, 2008). On le retrouve lors de l’allongement des télomères dans des cellules 
déficientes pour la télomérase (Doksani & de Lange, 2014). Les protéines, impliquées dans le 
mécanisme du BIR, sont similaires à celles de la CG concernant la recherche d’homologie et 
l’invasion de l’ADNdb homologue (Davis & Symington, 2004,Jain et al., 2009). En revanche, les 
mécanismes de synthèse d’ADN et de réparation sont très différents. Le BIR requiert la majorité 
des protéines impliquées dans la RH ainsi que les ADN polymérases impliquées dans la réplication 
des brins continus et discontinus (Lydeard et al., 2010; Lydeard, Jain, Yamaguchi, & Haber, 2007). 
L’apparition d’une seule extrémité de cassure implique dans un premier temps la synthèse d’un 
brin d’ADN à partir d’un donneur. Par la suite, la réplication anti-sens assure la synthèse de l’autre 
brin utilisant le premier brin néo-synthétisé comme matrice. Ce mécanisme peut conduire à une 
perte d’hétérozygotie (LOH pour loss of heterozygoty) des régions éloignées de la CDB (Heyer et 
al., 2010, Llorente et al., 2008). Le BIR n’est pas un mécanisme fidèle pour la réparation d’ADN. 
En effet, sa fidélité lors de la réplication est différente de celle de la machinerie de réplication 
classique pouvant induire l’apparition de mutations (Deem et al., 2011). Smith et al., ont exposé 
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que la fourche de réplication induite au cours du BIR est instable à proximité du site d’invasion 
de brin et peut conduire à une fréquence élevée d’événements de changement de matrice et 
contribuer à la formation de réarrangements chromosomiques(Smith & Symington, 2007). L’ADN 
hélicase Pif1 et la sous unité POL32 sont requises pour le mécanisme de BIR (Lydeard et al., 
2007,Chung et al., 2010, M. A. Wilson et al., 2013, Saini et al., 2013). 
c) La NHEJ 
La réparation d’une cassure d’ADN double brin par NHEJ consiste en la juxtaposition et la 
ligation directe des extrémités d’une CDB (Lieber, 2010). Ce mécanisme, décrit à la fois chez les 
cellules procaryotes et eucaryotes, (Aravind & Koonin, 2001,Doherty, Jackson, & Weller, 2001) 
est utilisé principalement en G1, bien qu’il soit également disponible tout au long du cycle 
cellulaire, contrairement à la RH qui est limitée seulement à la phase S/G2 (Lieber, 2010 (Moore 
& Haber, 1996,Takata et al., 1998). Chez S. cerevisiae, la NHEJ n’est pas disponible dans les 
diploïdes car le gène NEJ1 est réprimé via le complexe Matap/Mcmc1p/Matalphap.  
Les protéines de la NHEJ 
La NHEJ est assurée par les protéines du complexe Ku (yKu70/yKu80) (Walker, Corpina, & 
Goldberg, 2001), les sous-unités de l’ADN ligase IV: Dnl4, Lif1 et Nej1 (respectivement Lig4, Xrcc4 
et XLF/ Cernunnos chez les mammifères), ainsi que la kinase DNA-PKcs (DNA Protein Kinases 
catalytics subunits) uniquement chez l’homme (absente chez la levure).  
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Le mécanisme de la NHEJ 
Lors de la NHEJ, la CDB est reconnue par le complexe Ku (yKu70/yKu80) (Stracker & 
Petrini, 2011,Boulton & Jackson, 1996,Milne, Jin, Shannon, & Weaver, 1996). Le complexe Ku 
peut se fixer sur de nombreuses extrémités de cassures différentes (tige boucle/franche/ 3’ ou 
5’ sortant) de manière indépendante à la séquence d’ADN et avec une grande affinité in vitro 
(Walker et al., 2001, Smith & Jackson, 1999). Ce complexe permet de stabiliser et de protéger les 
extrémités de la CDB contre la digestion en 5’ par des nucléases. Le complexe MRX, recruté après 
le complexe Ku, semble jouer un rôle dans l’attachement des extrémités et l’activation de la DDR 
(Ling Chen, Trujillo, Ramos, Sung, & Tomkinson, 2001). Il permet la formation d’un complexe 
stable de NHEJ appelé synapse en gardant les extrémités proches l’une de l’autre (Pardo, Gómez-
González, & Aguilera, 2009). La protéine Rad50 contient un domaine de liaison à l’ADN ainsi 
qu’un domaine ATPase actif lors de formation d’un dimère de Rad50. Elle est impliquée dans la 
juxtaposition des deux extrémités de la CDB (Riha, Heacock, & Shippen, 2006). La protéine Mre11 
permet la formation et le maintien du complexe MRX en interagissant avec les protéines yKu80 
et Lif1 (cofacteur de l’ADN Ligase IV)(Matsuzaki, Shinohara, & Shinohara, 2008). Mre11 possède 
un domaine de liaison à l’ADN et des activités exo et endonucléase stimulées respectivement par 
Xrs2 et Rad50 (Trujillo et al., 2003, Trujillo & Sung, 2001). Xrs2 est impliqué dans le recrutement 
des sous-unités de l’ADN Ligase IV et permet la catalyse de la ligation (D. Wu, Topper, & Wilson, 
2008). 
A noter que le complexe MRX est le seul complexe protéique qui participe à la fois à la HR 
et à la NHEJ ; il assure cependant des rôles différents selon la voie de réparation utilisée (Pardo 
et al., 2009). L’ADN Ligase IV et son cofacteur Lif1 sont recrutés sur la cassure, permettant 
l’alignement des extrémités et l’hybridation des paires de bases sortantes (Lieber, 2010,Teo & 
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Jackson, 2000,Chen et al., 2001,Wilson, Grawunder, & Lieber, 1997) . La formation de la synapse 
permet la réparation de cassure d’ADN « propre ».  
Cependant, certaines CDB sont incompatibles avec la NHEJ classique car les extrémités ne 
sont pas joignables en l’état et doivent être modifiées avant la ligation (C. Wang & Lees-Miller, 
2013). Nous pouvons citer par exemple les rayonnements IR qui générent fréquemment des 
extrémités contenant un groupe 3’ phosphate / 5’ hydroxyl. Ces résidus incompatibles avec la 
ligation doivent être convertis en 3’hydroxyl et 5’phosphate.  
Chez la levure, l’absence de PNKP/PNK (polynucleotide kinase/phosphatase) évoque que 
la protéine TDP1 (tyrolsyl DNA phosphodiesterase1) permet la conversion d’un 3’phosphoglycate 
en 3’phosphate (Bahmed, Nitiss, & Nitiss, 2010,Huang, Pommier, & Marchand, 2011). 
Cependant, la suppression des domaines 5’kinases et FHA de la protéine TDP1 ne semble pas 
affecter l’efficacité de la NHEJ en présence d’un 3’phosphate (Daley, Vander Laan, Suresh, & 
Wilson, 2005). Il est donc difficile d’établir quelle protéine est disposée à prendre en charge les 
extrémités d’une CDB non ligable en l’état. Il apparaît que le complexe MRX serait impliqué dans 
le traitement de ces extrémités (Hefferin & Tomkinson, 2005). En effet, la protéine Mre11 est 
une nucléase capable d’enlever une boucle d’ADN simple brin en 3’ sortant à la jonction 
ADNsb/db. Par conséquent elle peut être impliquée dans la prise en charge des extrémités dans 
la NHEJ (X. Zhang & Paull, 2005). Enfin, l’ADN polymérase Pol4 est la seule ADN polymérase X 
chez la levure. Elle est impliquée dans la ligation directe des extrémités et potentiellement dans 
le traitement des extrémités non compatibles (Daley, Palmbos, Wu, & Wilson, 2005, Daley & 
Wilson, 2008). 
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La MMEJ 
Il existe d’autres mécanismes de NHEJ permettant de réparer une CDB en l’absence des 
facteurs impliqués dans la NHEJ classique. Parmi ces mécanismes, il existe celui de la MMEJ (pour 
microhomology mediated End joinning appelé aussi alt-NHEJ ou A-EJ) basé sur l’alignement de 
microhomologies aux niveaux des extrémités (Boulton & Jackson, 1996,McVey & Lee, 2008,Sfeir 
& Symington, 2015) (Figure 12). En comparaison à la NHEJ classique, l’A-EJ/MMEJ est un 
mécanisme Ku et Rad52 indépendant qui implique la dégradation des extrémités 5’ sortantes de 
la CDB.  
Chez la levure S. cerevisiae, l’activité endonucléolytique du complexe MRX / Sae2 (CtIP 
mammifères) est responsable de la résection de l’ADN sur une courte distance. La courte 
résection permet la génération d’ADNsb (Cannavo & Cejka, 2014,Sfeir & Symington, 2015). Dans 
le cas de séquences répétées, l’apparition de microhomologies de 6 nucléotides (1nt chez 
mammifères) complémentaires de chaque côté de la CDB est suffisante pour aligner deux 
extrémités d’ADN pour sa réparation. L’élimination des paires de bases sortantes non hybridées 
est assurée par les nucléases Rad1 et Rad10 (XPF / XRCC1 mammifères), permettant la synthèse 
d’ADN par les polymérases Pol4, Rad30, Rev4 et pol32 (Lee & Sang, 2007). Enfin, la ligation des 
extrémités de la cassure est assurée par la ligase I (DNA lig III mammifère)(H. Wang et al., 2005, 
Sfeir & Symington, 2015). L’A-EJ est considérée comme un mécanisme de dernier recours en 
raison des suppressions ou insertions de paires de bases qui peuvent apparaître après réparation 
de la CDB (Sfeir & Symington, 2015).  
La NHEJ est désignée comme un mécanisme enclin à générer des erreurs (Heidenreich & 
Wintersberger, 2003, Haber, 1996), mais d’autres mécanismes comme l’A-EJ pourraient être 
majoritairement responsables de ces modifications du génome. 
Hiom et al., 2010
Krajweska et al., 2015
FŝŐƵƌĞ ϭϮ ͗ DŝƐƉŽŶŝďŝůŝƚĠ ĚĞƐ ŵĠĐĂŶŝƐŵĞƐ ĚĞ ƌĠƉĂƌĂƟŽŶ ĚĞƐ ĐĂƐƐƵƌĞƐ Ě A͛DN 
double brin au cours du cycle cellulaire.
 
La NHEJ est disponible tout au long du cycle cellulaire (rouge) tandis que la HR n’est disponible qu’en S/G2 
(vert). Le choix entre ces deux mécanismes pourrait dépendre de la phase du cycle dans laquelle la cellule 
ƐĞ ƚƌŽƵǀĞ ůŽƌƐ ĚĞ ů͛ĂƉƉĂƌŝƟŽŶ ĚĞ ůĂ CDB͘ LĞƐ ŵĠĐĂŶŝƐŵĞƐ ĚĞ RH ŝŵƉůŝƋƵĞŶƚ ůĂ ƌĠƐĞĐƟŽŶ ĚĞ ů A͛DN Ğƚ ůĂ ĨŽƌŵĂ-
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ƌĠƐĞĐƟŽŶ Ğƚ ƉĞƌŵĞƚ ůĂ ƌĞůŝŐĂƟŽŶ ĚŝƌĞĐƚĞ ĚĞƐ ĞǆƚƌĠŵŝƚĠƐ͘ LĂ AůƚͲJE ;MMEJͿ ŝŵƉůŝƋƵĞ ƵŶĞ ƌĠƐĞĐƟŽŶ ƉůƵƐ 
ŝŵƉŽƌƚĂŶƚĞ͕ ĚĞƐ ŵŝĐƌŽŚŽŵŽůŽŐŝĞƐ ƉĞƌŵĞƩĞŶƚ ůĂ ƌĠƉĂƌĂƟŽŶ ĂǀĞĐ ƉĞƌƚĞ ĚĞƐ ƐĠƋƵĞŶĐĞƐ ŇŽƩĂŶƚĞƐ͘ 
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2.3 Choix de la voie de réparation d’une cassure d’ADN 
La réparation des lésions de l’ADN et le maintien de l’intégrité du génome sont assurés 
principalement par les deux mécanismes de NHEJ et de RH. Ces mécanismes préviennent 
l’apparition de mutations, de translocations chromosomiques et le développement de cellules 
cancéreuses chez les eucaryotes supérieurs. La détection d’une CDB induit, de manière 
indépendante du mécanisme utilisé, l’arrêt du cycle cellulaire via l’activation de points de 
contrôle permettant de réguler très précisément chacun des mécanismes de réparation de 
l’ADN. A ce jour, les différentes étapes et protéines impliquées dans ces processus sont en grande 
partie identifiées(Lisby et al., 2004).Toutefois, de nombreuses questions demeurent sans 
réponse et la compréhension des mécanismes, régulant le choix de la voie de réparation, est une 
question d’actualité. De nombreuses données supposent que le choix de la réparation repose sur 
différents paramètres comme la phase du cycle cellulaire, la nature des extrémités de la cassure 
d’ADN, la localisation dans le noyau, le contexte chromatinien ou encore l’état de transcription 
des gènes.  
Le choix du mécanisme de réparation reste encore débattu. Néanmoins, il semble étroitement 
lié à l’étape de résection précoce nécessaire à l’A-EJ et la RH (Huertas, 2010).  
a) La résection des extrémités de la CDB 
Le complexe MRX, le complexe Ku et la protéine Sae1 jouent un rôle primordial dans la 
modulation de l’initiation de la résection. Le complexe Ku protège les extrémités de la cassure de 
la dégradation, favorisant la NHEJ, tandis que l’initiation de la résection, assurée par le complexe 
MRX / Sae2, favorise la RH. Par ailleurs, des expériences en molécules uniques présupposent que 
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le complexe MRX permettrait l’éviction du complexe Ku sur l’ADN lors de la recherche des 
extrémités de la CDB. La résection inhibe fortement l’utilisation de la NHEJ car le complexe Ku 
présente une faible affinité pour l’ADNsb : sa libération semble faire basculer le choix du 
mécanisme de réparation en faveur de la RH (Dynan & Yoo, 1998). L’équilibre, entre ces deux 
mécanismes de réparation, semble être régulé par la protéine Sae2, facteur clé de la résection, 
elle-même régulée par les protéines CDKs (cyclin dependent Kinases) (Huertas et al., 2008). De 
plus, le recrutement et l’activation de l’exonucléase Exo1 seraient assurés par MRX, favorisant la 
résection ainsi que la formation du nucléoprotéofilament nécessaire pour la RH. Enfin en 2014, 
Saad et al. mettent en évidence qu’en l’absence de Ku70, la résection démarre avec une avance 
de 12 minutes et avec une vitesse plus rapide (Saad et al., 2014). Ce modèle expliquerait la 
transition entre la prise en charge d’une CDB, initialement par la voie de NHEJ, et le choix de 
l’utilisation de la RH selon le contexte cellulaire.  
b) La disponibilité des mécanismes 
D’autres études mettent en avant que le type d’organisme semble jouer lui aussi un rôle. 
Chez les cellules eucaryotes mammifères, la NHEJ permet de réparer une grande majorité de CDB 
dans les cellules mitotiques. En effet, les cellules déficientes pour la NHEJ dévoilent une 
hypersensibilité à l’exposition aux IR malgré la présence de mécanismes RH disponibles. Chez la 
levure, des cellules déficientes pour la NHEJ ne montrent cette hypersensibilité aux IR seulement 
qu’en absence du mécanisme de RH (Siede, Friedl, Dianova, Eckardt-Schupp, & Friedberg, 1996, 
Pardo et al., 2009). La résection de l’ADN est largement favorisée. La disponibilité du donneur 
pourrait expliquer le choix du mécanisme de réparation. En effet, dans une levure diploïde, la 
présence de chromosome homologue serait à même de favoriser l’utilisation du mécanisme de 
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RH. De surcroît, la protéine Nej1, indispensable à la NHEJ, est réprimée par le complexe 
Mata1/Mcm1/Matα2 (Shrivastav & Haro, 2008) .  
 La phase du cycle cellulaire est également un facteur clé. En effet, la NHEJ est disponible 
tout au long du cycle avec une utilisation majoritaire en G1 tandis que la RH est 
préférentiellement utilisée en phase S/G2 lorsque qu’un donneur est potentiellement présent 
sur la chromatide sœur (Shrivastav et al., 2008) (Figure 12). Une étude préconise que la NHEJ 
serait le mécanisme utilisé le plus fréquement, en raison de l’abondance de facteurs présents 
tout au long du cycle cellulaire. La RH serait privilégiée lors de la phase S/G2. En effet, il est 
démontré qu’un arrêt en phase G1 du cycle cellulaire ne permet pas d’initier les étapes précoces 
de la résection. L’activation des protéines CDKs, impliquées dans la régulation du cycle cellulaire, 
peut moduler l’activité des protéines engagées dans les différents mécanismes de réparation. 
Dans la levure, CDK1 (Cdc28/Clb) stimule la résection de l’ADN au niveau d’une CDB via la 
phosphorylation de la protéine Sae2 en phase G2/S seulement (Huertas et al., 2008, Ira et al., 
2004 ,Aylon & Kupiec, 2005). Chez les mammifères, le même schéma est observé avec la 
phosphorylation en phase G2 de CtIP, permettant l’interaction avec les complexes MRN (MRX) 
et BRCA1 (Longchuan Chen, Nievera, Lee, & Wu, 2008,Yu & Chen, 2004). Cependant, certains 
mutants BRCA1, qui n’interagissent plus avec CtIP, n’ont pas de défaut dans la réparation par RH 
présumant que d’autres mécanismes redondants semblent impliqués dans le choix du 
mécanisme de réparation(Reczek, Szabolcs, Stark, Ludwig, & Baer, 2013).  
c) Le contexte chromatinien 
De la même manière le contexte chromatinien semble jouer un rôle dans le choix du 
mécanisme de réparation, en limitant l’accessibilité des facteurs au niveau du site de cassure par 
exemple. En effet, l’exposition à des inhibiteurs d’histones déacétylases provoque la 
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décondensation globale de la chromatine et l’activation de la DDR (ATM) en absence de lésion 
d’ADN (Bakkenist & Kastan, 2003). Ce résultat évoque un rôle de la compaction et de la structure 
de la chromatine dans le recrutement de la machinerie de réparation. 
Cette hypothèse est confortée par l’activation très efficace de la DDR dans les cellules 
souches embryonnaires (ESCs) qui présentent une chromatine globalement décondensée suite 
au faible niveau d’expression de la protéine « linker histone H1 ». Par ailleurs, la propagation de 
la marque d’histone γH2A (H2AS129p) sur l’hétérochromatine semble moins efficace, ce qui 
atténue fortement l’induction de la réponse aux dommages à l’ADN (DDR) dans ce contexte 
chromatinien (J. A. Kim, Kruhlak, Dotiwala, Nussenzweig, & Haber, 2007). De plus, de multiples 
études pointent l’importance des remodeleurs de chromatine dans la réparation d’une CDB. Chez 
la levure, les complexes RSC, INO80 et SWR-C sont recrutés au niveau d’une CDB dans la phase S 
/ G2 du cycle cellulaire (G. Bennett, Papamichos-Chronakis, & Peterson, 2013). Deux rôles 
opposés sont attribués à ces différents complexes. INO80 semble faciliter la résection courte et 
la fixation de la protéine Rad51 via l’éviction du variant H2A.Z favorisant la réparation par RH 
(Horigome et al., 2014, Papamichos-Chronakis, Watanabe, Rando, & Peterson, 2011,Van 
Attikum, Fritsch, Hohn, & Gasser, 2004,van Attikum, Fritsch, & Gasser, 2007). En revanche, le 
complexe SWR-C, assure le chargement du variant H2A.Z au niveau du site de CDB favorisant la 
fixation du complexe yKu au niveau des extrémités de l’ADN et la réparation par 
NHEJ(Papamichos-Chronakis, Krebs, & Peterson, 2006, van Attikum et al., 2007)  
Enfin, nous pouvons citer comme exemple la relation entre la réparation d’une CDB par 
RH et la présence de la modification de triméthylation de la chromatine H3K36me3. Assurément, 
H3K36me3 est corrélée avec l’élongation de la transcription par l’ARN polymérase II et permet, 
via l’interaction avec la protéine LEDGF (p75), le recrutement de CtIP (Sae2) pour initier la 
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résection et la RH. Une approche de ChIP-seq, contre la protéine Rad51 et la modification 
H3K36me3, révèle une répartition très similaire de ces deux protéines autour des sites de CDB 
avec une faible corrélation sur les gènes non liés par Rad51. Ces résultats supposent que les gènes 
transcrits pourraient êtres réparés par le mécanisme de RH chez les eucaryotes supérieurs 
(Aymard et al., 2014,Pfister et al., 2014). 
d) La position de la CDB dans le noyau 
Outre l’effet de la structure de la chromatine sur l’efficacité de la DDR, la position de la 
CDB dans le noyau semble avoir une fonction importante pour le choix du mécanisme de 
réparation.  
Chez S. cerevisiae et S. pombe, les CDB persistantes et non réparables sont relocalisées 
vers la périphérie nucléaire, un environnement considéré comme répressif lorsqu’un locus est 
proche de la membrane interne (Nagai et al., 2008). De manière similaire, les CDB, induites dans 
des régions répétées et/ou fragiles, sont considérées comme difficiles à réparer. Plusieurs études 
rapportent que les régions d’ADN ribosomiques sont relocalisées après un dommage à l’ADN à 
la fois chez les levures et les mammifères (Chiolo et al., 2011; Harding, Boiarsky, & Greenberg, 
2015; Jakob et al., 2011; Janssen et al., 2016; Torres-Rosell et al., 2007; Tsouroula K. & Soutoglou 
E., 2016; van Sluis & McStay, 2015; Warmerdam, van den Berg, & Medema, 2016). Cependant, 
chez les mammifères, aucun repositionnement à la périphérie nucléaire des CBD au niveau des 
régions d’hétérochromatine n’a été observé (Dellaire, Kepkay, & Bazett-Jones, 2009).  
Le repositionnement des CDB persistantes ou difficiles à réparer pourrait s’expliquer par 
le fait que la séquestration des locus endommagés permettrait de limiter les événements de 
réarrangements chromosomiques. Une autre raison serait que la formation de compartiments 
sub-nucléaires permettrait la mise en commun des facteurs spécifiques à une voie de réparation. 
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Enfin, une dernière hypothèse évoque, que la relocalisation des CDB à la périphérie, faciliterait 
la transmission du signal et la coordination de mécanisme spécifique tel que l’apoptose dans 
certaines conditions. 
e) Le rôle de la transcription 
De récentes études arguent l’implication du rôle de la transcription dans le choix de la 
réparation (Aymard et al., 2014). En effet, des approches de Chip-Seq sur tout le génome, ont 
permis de mettre en évidence que les gènes activement transcrits étaient préférentiellement 
réparés par la RH. A l’opposé, la NHEJ semble concerner majoritairement les CDB survenant dans 
des régions inactives en transcription.  
Il est intéressant de souligner la corrélation entre la structure décondensée des gènes 
transcrits et la prise en charge par la RH comme citée précédemment. De même, les régions 
d’hétérochromatine semblent réfractaires à la RH et plus fréquemment réparées par la NHEJ.  
Lors d’une CDB, la transcription s’arrête au niveau du site de cassure et sur plusieurs 
mégabases permettant l’accès aux facteurs de réparation (D’Alessandro & d’Adda di Fagagna, 
2016). Cependant, dans les cellules eucaryotes supérieures, la transcription semble jouer un rôle 
supplémentaire dans la réponse aux dommages à l’ADN (DDR). En effet, de courts ARN double 
brin non codants sont produits au niveau du site de la cassure indépendamment de l’état de 
transcription du gène au préalable (d’Adda di Fagagna, 2014) (Khanduja, Calvo, Joh, Hill, & 
Motamedi, 2016)(Yang & Qi, 2015). Ces ARNdi (DSB induced RNA) semblent avoir un rôle dans 
l’activation de la DDR indépendamment du contexte chromatinien (d’Adda di Fagagna, 2014, 
Michalik & Förstemann, 2012). Il est intéressant de noter, qu’en l’absence de dommages à l’ADN, 
des ARN double brin paraissent également impliqués dans la terminaison de la transcription et 
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la mise en place d’hétérochromatine suggérant l’implication d’un mécanisme similaire pour 
l’arrêt de la transcription au niveau d’une CDB (Skourti-Stathaki & Proudfoot, 2014).  
Enfin, il a été mis en lumière dans la levure que l’utilisation d’une séquence ARNm comme 
donneur pour la réparation par RH est possible (Meers & Storici, 2016). Les deux modèles 
suivants sont proposés. Le premier implique la conversion de l’ARNm en ADNc, qui est ensuite 
directement intégré par la RH pour réparer la CDB. Le second, mis en relief en l’absence de RNAse 
H, nécessite l’hybridation d’un ARN transcrit en cis avec la séquence homologue d’ADN au niveau 
de la CDB. Ainsi, l’hybride ARN/ADN est utilisé comme matrice pour allonger l’extrémité 3’ de la 
CDB par un ADN polymérase non identifiée à ce jour. 
La transcription serait une étape primordiale dans le choix du mécanisme de réparation. 
Depuis 2014, l’idée d’une voie de réparation des CDB couplées à la transcription commence à 
émerger dans la communauté scientifique. De nouvelles études permettront de préciser ces 
nouveaux mécanismes. 
f) L’identification spatio-temporelle des facteurs de réparation.  
Maintes études se concentrent également sur la description précise de l’organisation 
spatio-temporelle de la machinerie de réparation de l’ADN lors de la détection de la CDB et de 
l’assemblage des complexes de réparation.  
La fixation de chaque facteur sur l’ADN est différente, certains se fixent à proximité de la 
CDB et/ou s’étalent sur des mégabases tout autour de la cassure, tandis que d’autres 
interagissent de manière transitoire (Bekker-Jensen et al., 2006). La majorité des partenaires 
protéiques impliqués dans la réparation est aujourd’hui caractérisée par des approches 
génétiques et biochimiques, bien que la dynamique de recrutement de ces facteurs reste encore 
approximative. Par ailleurs, des approches de ChIP au niveau d’une CDB, ne permettent pas 
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d’immunoprécipiter tous les facteurs pouvant être recrutés à la cassure. En effet, il est nécessaire 
de prendre en compte une dimension temporelle ; Petterson et al. suggèrent que les nombreux 
remodeleurs de la chromatine, tels que INO80 ou FUN30, ne peuvent pas tous se retrouver au 
niveau d’un site de CDB au même moment au vu de leur taille et de leur encombrement stérique. 
Une résolution temporelle est indispensable pour accommoder l’arrivée et le départ des 
différents facteurs.   
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III) Rôle du RE sur la structure de la chromatine du bras gauche du 
chromosome III 
1) Organisation du RE 
1.1) L’identification du Recombination Enhancer  
En 1996, l’identification du RE a conduit la communauté scientifique à caractériser son 
organisation précise ainsi que son mécanisme d’action. Haber et ses collaborateurs identifièrent 
une séquence minimale du RE requise pour activer la recombinaison dans les cellules MATa. Pour 
ce faire, dans une souche MATa ΔRE une série d’insertions de séquences tronquées du RE fut 
réalisée jusqu’à restaurer le choix du donneur HMLα. Cette approche a identifié une séquence 
minimale de 700pb requise pour rétablir la préférence du donneur dans les cellules MATa 
(Xiaohua Wu & Haber, 1996).  
1.2) Les domaines du RE 
L’analyse de cette région minimale de 700pb révéla une organisation en cinq domaines (A, 
B, C, D et E), largement conservée au cours de l’évolution (Figure 13). La suppression du domaine 
B n’affecte pas le choix du donneur HMLα dans une cellule MATa, tandis que la suppression des 
domaines A, C et D l’abolit complètement. Il est possible d’observer alors l’utilisation du donneur 
HMRa dans 90% des cas (J. E. Haber, 2012). Le domaine C est composé du site DPS1 et d’un motif 
ADN appelé SCB reconnu par le complexe SBF (détaillé partie III-2). Les domaines A, D et E 
contiennent, quant à eux, une ou plusieurs répétitions de séquences « TTTA/G », correspondant 
à un site de fixation pour la protéine Fkh1 (Sun & Haber, 2002). La partie droite du RE de 1400pb 
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n’est pas nécessaire et semble avoir une responsabilité mineure dans le choix du donneur. Elle 
contient cependant le site DPS2 (voir ci-dessous) similaire au site DPS1 du domaine C.  
2) Rôle du RE sur la chromatine 
2.1) La structure chromatinienne du RE 
La régulation du choix du donneur repose sur la séquence du RE, mais ce mécanisme n’est 
pas dépendant de la transcription des gènes présents sur le bras gauche. En effet, c’est le 
changement d’état chromatinien du RE qui est en cause. 
De multiples recherches ont souligné que la structure chromatinienne au niveau du RE est 
différente en fonction du type sexuel. En effet, dans une cellule MATα, une approche de digestion 
par la DNAseI a révélé un positionnement régulier des nucléosomes au niveau du RE, signe d’une 
chromatine condensée. A l’inverse, dans une cellule MATa, le positionnement régulier des 
nucléosomes est absent et la chromatine semble ouverte au niveau du RE (Kerstin Weiss & 
Simpson, 1997)(Figure 13).  
2.2) Le complexe Matα2/Mcm1  
La protéine Matα2 est impliquée dans la régulation de la structure de la chromatine du RE 
en fonction du type sexuel. En effet, l’expression ectopique de Matα2 dans une cellule MATa 
conduit à la répression du RE et au choix du donneur HMRa. (Xiaohua Wu & Haber, 1996)  
La protéine Matα2 forme un complexe avec le facteur de transcription Mcm1. Des mutants 
mcm1/matα2, incompétents pour la formation de ce complexe, entraînent des changements 
dans la répression des gènes a-spécifiques et le choix du donneur.  
  
Figure 13 : Organisation de la structure de la chromatine au niveau du 
recombination enhancer.
 
Le RE est situé à 30 kb de l’extrémité du bras gauche du chromosome III. La séquence minimale du RE gauche, 
de 700 pb, est composée des boîtes A, B, C, D et E. Les boîtes A, D et E contiennent des répétitions de TTTA/G 
permettant la ]xation de la protéine Fkh1. La boîte C comprend le site de ]xation du complexe Sw6/Swi4 ainsi 
que le site DPS1 reconnu par le facteur de transcription Mcm1 couplé à Matα2 dans les cellules MATα. Le RE 
droit, de 1400  pb, contient le site de ]xation DPS2 similaire à DPS1. Dans les cellules MATα, le complexe 
Mcm1/Matα2 permet le recrutement du complexe Tup1/Ssn6 impliqué dans le positionnement régulier des 
nucléosomes sur le RE, contribuant à sa fermeture. Dans les cellules MATa, le RE est ouvert et les sites de ]xation 
des protéines Fkh1 et Swi6/Swi4 sont accessibles.  
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Dans une cellule MATα sauvage, le complexe Matα2/Mcm1 se fixe sur des sites, présents sur 
les séquences promotrices des gènes a-spécifiques ainsi que sur deux autres sites identiques 
(DPS1 et DPS2) du RE ( au niveau des domaines A et D). Johnson & Herskowitz, 1985)  
Dans une cellule MATα, la mutation des sites DPS1 et DPS2 engage une forte diminution de 
la répression du RE, similaire à la structure de la chromatine observée dans une cellule MATa 
sauvage (C. Wu et al., 1998).  
A l’inverse dans une cellule MATa, la mutation de ce même site débouche sur une perte de 
l’activation du RE ; l’organisation de la chromatine est alors similaire à celle des cellules MATα, 
avec un positionnement régulier des nucléosomes. Dans ce contexte, le RE n’est pas « activé », 
ce qui engendre une forte diminution de l’utilisation du donneur HMLα. 
2.3) L’activation du RE via Mcm1 
Ce phénomène s’explique par le fait que dans une cellule MATa, la fixation du facteur de 
transcription Mcm1 sur les sites DPS1 / DPS2 permet d’induire la transcription par l’ARN pol II 
localement, ouvrant ainsi la chromatine lors du passage de la polymérase (Szeto & Broach, 1997).  
Au vu de ce modèle, il a été proposé que l’ouverture de la chromatine se poursuivrait sur 
tout le bras gauche, autorisant une plus grande flexibilité de ce dernier et favorisant la 
recombinaison avec le locus HMLα. Toutefois, l’activation du RE ne semble pas affecter la 
structure de la chromatine au niveau du locus HMLα ou des régions adjacentes dans les deux 
types sexuels ( Weiss & Simpson, 1997). Cependant, la levée de la mise en silence du locus HMLα, 
lors de la suppression des régions E et I, permettant un accès plus important à la structure de la 
chromatine, n’affecte ni l’efficacité de réparation, ni le choix du donneur dans les cellules MATα 
(Wu, & Haber, 1997) 
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Il a également été envisagé que des transcrits stériles générés lors de la transcription du RE 
dans les cellules MATa pouvaient être impliqués dans la régulation du choix du donneur (Szeto 
& Broach, 1997). De plus, une comparaison du niveau de production d’ARNm le long du bras 
gauche en fonction du type sexuel, ne montre pas de différence significative entre les deux types 
sexuels. Haber soutient également que ces transcrits stériles ne sont probablement pas 
impliqués dans des mécanismes de régulation de la structure de la chromatine comme observés 
dans d’autres organismes, puisque la délétion de ces séquences transcrites n’affecte pas l’activité 
du RE (J. E. Haber, 2012). 
2.4) La protéine Fkh1 
Dans les cellules MATa, l’ouverture de la chromatine permet l’accès aux sites de fixation des 
protéines Fkh1, présents aux niveaux des domaines A, D et E (K. Sun et al., 2002). La protéine 
Fkh1 est un facteur de transcription impliqué avec son paralogue Fkh2 dans la régulation de 
l’expression de gènes importants pour la progression dans le cycle cellulaire (Spellman et al., 
1998). Fkh2 possède un site de fixation dans le domaine A du RE mais ne semble pas jouer de 
rôle dans la régulation du choix du donneur. Un domaine FHA est présent dans les protéines 
Fkh1/Fkh2, en étant impliqué dans l’interaction avec des résidus phosphorylés (Hammet et al., 
2003). Dans le cadre du changement de type sexuel, la protéine Fkh1 est recrutée au niveau des 
domaines A D et E du RE dans les cellules MATa. Les domaines FHA des protéines Fkh1, présentes 
sur le RE, interagissent alors avec les résidus phosphorylés des histones (H2AS129P) qui 
apparaissent au niveau de la cassure d’ADN double brin du locus MATa (K. Sun et al., 2002) 
(Figure 14). 
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Figure 14 : Interactions des domaines FHA des protéines Fkh1 avec les résidus 
phosphorylés de H2AS129P accumulés au niveau du site de la cassure ADN.
Les protéines Fkh1 ]xées sur le RE permettraient le rapprochement des loci HMLα et MATa favorisant 
l’utilisation de ce donneur pour la réparation.
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Les protéines Fkh1, fixées sur le RE, favoriseraient la formation d’une boucle entre le locus 
HMLα et le locus MATa, permettant une interaction physique entre ces deux locus séparés de 
182kb. Ce rapprochement physique augmente l’efficacité de conversion génique du locus MATa 
en MATα. Li et al., ont démontré le rôle des domaines FHA de la protéine Fkh1 en remplaçant 
complètement le RE par une cassette contenant des répétitions de sites de fixations LexA et en 
fusionnant un domaine FHA à la protéine LexA. Les protéines LexA se fixent sur les sites LexA, 
présents à la place du RE. Les domaines FHA, artificiellement recrutés sur ce locus, interagissent 
avec les résidus phosphorylés au niveau du locus MAT clivé. Cette construction est suffisante 
pour permettre le choix du donneur HMLα dans une cellule MATa en l’absence du RE (J. Li et al., 
2012). De plus, un enrichissement de protéines Rad51 est observé au niveau du RE, seulement 
dans le type sexuel MATa, appuyant l’existence d’une interaction physique entre le RE et le locus 
MAT ( Renkawitz & Jentsch, 2013). Dans les cellules MATα, le positionnement de nucléosomes 
très organisés au niveau du RE, empêche la fixation des protéines Fkh1. En conséquence de quoi, 
l’interaction entre le locus HMLα et le locus MATα clivé est fortement atténuée (Szeto & Broach, 
1997, Weiss & Simpson, 1997, C. Wu et al., 1998). Par défaut, la recombinaison se fait avec le 
locus HMRa qui se trouve sur le même bras que le locus MAT. La mutation de la protéine Fkh1 
ou de ses sites de fixation au niveau du RE induit une diminution dans l’utilisation du donneur 
HMLα de 85% à 35% dans une cellule MATa (Coic et al., 2006). En l’absence de Fkh1, le choix du 
donneur HMLα diminue fortement, bien qu’il ne soit pas égal aux 10% observés dans une cellule 
MATaΔRE. Au regard de ce résultat l’on peut penser que d’autres protéines ou mécanismes 
seraient également impliqués dans le rapprochement du RE et du locus MAT. Cette fonction 
serait assurée par la fixation de la protéine Mcm1 et du complexe SBF (composé des protéines 
Swi4/6).  
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2.5) Le complexe SBF (Swi4/6) 
Le complexe SBF se fixe sur le site SCB (Swi4,6-regulated cell cycle box) présent dans le RE 
au niveau du domaine C. La fixation de SBF permettrait avec l’aide de Mcm1, la coactivation du 
RE pour la RH dans les cellules MATa (Coic, Sun, Wu, & Haber, 2006b) (Figure 13). Le complexe 
SBF est de même impliqué dans la régulation de gènes dans la phase G1/s du cycle cellulaire, 
notamment dans l’activation du gène codant l’endonucléase HO. La mutation de la protéine Swi6 
ou du site SCB diminue de 85 à 35% le choix du donneur HMLα dans une cellule MATa. Le 
mécanisme d’action du complexe SBF dans le changement de type sexuel reste mal caractérisé. 
Cependant, le complexe SBF pourrait interagir avec un autre partenaire pour réguler le 
repliement du chromosome III. En effet, la suppression du site SCB (ou de la protéine Swi6), 
couplée avec la suppression de la protéine Fkh1, incitent à l’utilisation du donneur HMLα 
seulement dans 15% des cas dans une cellule MATa. Ce résultat conforte l’idée que les deux 
mécanismes impliquant le complexe SBF et la protéine Fkh1 ne sont pas redondants car leur 
suppression simultanée occasionne une diminution plus importante du choix du donneur. 
2.6) Le complexe Tup1/Ssn6 
Dans une cellule α, le complexe Matα2/Mcm1, fixé sur le RE, recrute le complexe Tup1/Ssn6 
permettant de maintenir la chromatine compacte en positionnant de manière régulière des 
nucléosomes (A. D. Johnson, 1995). La protéine Tup1 ne possède pas de domaine de fixation à 
l’ADN (F. E. Williams & Trumbly, 1990). Elle est donc recrutée via l’interaction entre son domaine 
C-terminal composé de sept motifs WD40 et le domaine N-terminal de la protéine Matα2p 
(Komachi, Redd, & Johnson, 1994). Tup1 interagit via son domaine N-terminal avec la protéine 
Ssn6 et forme un trimère ou tétramère de Tup1 avec un seul monomère de Ssn6 (Varanasi, Klis, 
Mikesell, & Trumbly, 1996, Redd, Arnaud, & Johnson, 1997).  
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Un complexe Tup1/Ssn6 est capable d’interagir avec deux nucléosomes (Ducker et al., 2000). 
La partie N-terminale de Tup1 permet l’interaction avec les queues des histones H3 et H4. Cette 
interaction est variable en fonction de l’état d’acétylation des histones et semble contribuer à la 
mise en silence des gènes a-spécifiques et dans le positionnement de chromatine (Ravindra & 
Simpson, 1999, Edmondson & Roth, 1996). L’analyse de mutants tup1, a mis en évidence un rôle 
majeur des domaines de répressions N- et C-terminaux dans la répression de l’expression 
génétique et dans le positionnement des nucléosomes (Carrico & Zitomer, 1998, Z. Zhang & 
Trumbly, 2002). C’est pourquoi, dans un mutant tup1 MATα, la structure de la chromatine du RE 
est ouverte, correspondant à une configuration retrouvée dans les cellules MATa. De même, la 
suppression du gène Ssn6 induit également une diminution dans la mise en silence de certains 
gènes a-spécifiques. Cependant, elle ne semble pas avoir d’impact sur le positionnement des 
nucléosomes au niveau du RE (Weiss & Simpson, 1997). Enfin, la protéine Tup1 semble être 
l’acteur principal de la répression des gènes a-spécifiques, du fait que le mutant tup1 génère une 
dérépression plus forte que le mutant ssn6. Au regard de l’effet modéré du mutant ssn6 sur ces 
deux mécanismes, Ssn6 pourrait être impliqué dans la multimérisation de Tup1 ou pourrait 
engendrer l’interaction avec d’autres facteurs clés non identifiés (Keleher & Johnson, 1992, 
Tzamarias & Struhl, 1994). 
2.7) Le rôle de la séquence droite du RE dans le choix du donneur. 
La partie gauche de la séquence du RE est essentielle pour le choix du donneur. A l’inverse, 
la partie droite est considérée comme ayant un rôle mineur dans le choix du donneur. Ainsi, le 
RE droit possède uniquement un site de fixation DPS2 pour les protéines Mcm1/MATα2 ou 
Mcm1, suggérant un rôle uniquement dans la modulation de la chromatine, comme nous l’avons 
vu pour le site DPS1. Cette portion du RE est néanmoins conservée au cours de l’évolution et son 
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rôle dans le mécanisme de changement de type sexuel chez S. cerevisiae est sans doute sous-
estimé. Au cours de mes travaux de thèse, nous avons adressé la question du rôle du RE en 
relation avec le repliement global du bras gauche du chromosome III. 
  
Figure15 : Insertion de systèmes FROS dans le chromosome III au niveau des 
loci HMLα MAT et HMRa.
L’insertion de systèmes FROS TetO/TetR-Rfp, LambdaO/LambdaCI-Yfp et LacO/LacI-Cfp sur le chromosome III 
permet l’observation de trois foci de couleurs di`érentes correspondant  aux loci HMLα MAT et HMRa respec-
tivement en microscopie à ^uorescence in vivo.
La mesure et l’analyse des distances et des angles formés entre chaque foci permet d’évaluer la position 
relative entre les loci HMLα MAT et HMRa.
Marquage simultané des locus du type sexuel via le système FROS
Lassadi et al.,2015 PLOS Comp Bio; Lassadi et al., Methods Mol Biol 2011
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3) Repliement différentiel du chromosome III selon le type sexuel  
3.1) Le repliement du chromosome III  
L’étude de la conformation des chromosomes dans le noyau permet de comprendre les 
processus impliqués dans la régulation du métabolisme de l’ADN. Pour comprendre comment 
l’organisation du chromosome III régule le choix du donneur, maintes études ont essayé de 
déterminer comment le RE influence la disponibilité du donneur. Bressan et al constatent en 
2004, dans une cellule possédant deux chromosomes III, que la mobilité entre les deux locus 
HMLα est plus grande dans les cellules MATa uniquement et qu’ils colocalisent parfois avec le 
locus MAT (Bressan, et al., 2004). Cependant, cette association est abolie après la suppression 
du RE reflétant une dynamique du locus HMLα plus contrainte. De manière générale, le bras 
gauche semble moins contraint dans les cellules MATa.  
Dekker et ses collaborateurs montrent par le biais d’une approche 3C, la formation 
possible de boucles sur le bras droit du chromosome III permettant de rapprocher le locus HMRa 
du locus MATα (Dekker et al., 2002). En 2009, Miele et al montrent par des approches de 3C et 
de microscopie à fluorescence, que les loci HML et HMR interagissent ensemble vers la 
périphérie. Ils en déduisent que cette interaction dépend directement de la mise en silence des 
loci HM via les protéines Sir (Miele et al., 2009). 
a) Le système FROS pour l’étude du chromosome III 
Les travaux de Lassadi et al. en 2015, exposent chez S. cerevisiae un repliement 
différentiel du chromosome III entre les types sexuels MATa et MATα qui pourraient contribuer 
à la préférence de choix du donneur lors du changement de type sexuel (Lassadi et al., 2015). 
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Figure 16 : L’analyse des distances et des angles formés entre les loci HML
α MAT et HMRa permet de modéliser l’organisation spatiale occupée par 
le chromosome III selon le type sexuel.
A: Image d’une cellule observée en microscopie à ^uorescence sous di`érentes longueurs d’onde. Nous 
pouvons observer dans le panneau en bas à droite un assemblage des trois images. Les coordonnées 
relatives de chaque point sont mesurées en X, Y et Z. Les distances entre d1, d2 et d3 sont calculées et 
représentées dans le graphique B. 
B: Les positions MATα et MATa les plus fréquentes (50%) sont représentées respectivement en 3D dans les 
couleurs vert et rouge. Nous pouvons observer une di`érence d’organisation spatiale du chromosome III 
selon le type sexuel.    
Lassadi et al., 2015
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Dans cette étude, l’analyse de la position des loci HML /TetO, MAT /LambdaO et 
HMR/LacO dans le même noyau a permis d’obtenir les coordonnées X, Y et Z de chaque loci 
(Figure 15). A partir du triangle formé, sont calculés les distances relatives ainsi que les angles de 
chaque sommet (Figure 16). Ainsi, dans 10% des cellules MATa, le locus HMLα adopte une 
position particulière le rapprochant du locus MAT. Dans les cellules MATα, le locus HMLα semble 
être séquestré loin du locus MATα, diminuant son utilisation comme donneur. A l’inverse, dans 
les cellules MATa, le locus HMLα est plus mobile et colocalise plus fréquemment avec le locus 
MAT, favorisant potentiellement l’utilisation de ce donneur lors de la réparation de la cassure 
d’ADN induite par l’endonucléase HO. La distribution du locus HMRa quant à elle, semble 
similaire dans les deux types sexuels. HMRa, étant le donneur par défaut dans les deux types 
sexuels, ces résultats semblent cohérents avec le modèle de repliement du chromosome III 
proposé. 
Ces conclusions ont permis de proposer un modèle sur le repliement du chromosome III 
en fonction du type sexuel de S. cerevisiae (Lassadi et al., 2015) (Figure 17).  
  
Figure 17 : Représentation schématique de repliement du chromosome 
III selon le type sexuel.
Dans les cellules MATa le locus HMLα présent sur le bras gauche du chromosome III est plus fréquem-
ment en contact avec le locus MATa. Dans ce modèle, le locus LEU2 est sujet à une plus forte contrainte 
du fait de la position du bras gauche. Dans les cellules MATα, l’extension du bras gauche éloigne les loci 
HMLα et MATα.  
Lassadi et al., 2015
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3.2) Le rôle du RE et la structure de la chromatine 
a) La protéine Asf1 
Lassadi et al établissent que l’organisation de la fibre de chromatine du chromosome III 
n’est pas directement responsable de sa conformation globale et qu’un ordre supérieur 
d’organisation est impliqué. Pour ce faire, la distribution des trois loci a été analysée dans un 
mutant asf1. La protéine chaperonne Asf1, impliquée dans l’incorporation des histones H3 et H4, 
conduit à une décompaction générale de la chromatine et à une faible expression des loci 
impliqués dans le type sexuel (Osada et al., 2005). En parallèle, ce mutant induit une 
augmentation de la distance entre les loci HMLα, MAT et HMRa dans les deux types sexuels.  
Dans les cellules a, en dépit de la décompaction de la fibre de chromatine, le repliement 
du chromosome III reste similaire à celui d’une souche sauvage. Cependant, un changement, 
statistiquement significatif des angles formés par le triangle des trois loci, est observé dans les 
cellules MATα mutée pour asf1. Cette modification reflète, ainsi, une conformation du 
chromosome III similaire à celle observée dans les cellules MATa. Enfin, le changement de type 
sexuel dans une souche MATα mutée pour asf1, augmente de quatre fois l’utilisation du donneur 
HMLα par rapport à une cellule MATα sauvage. Une activation du RE, en réponse à la 
décompaction générale de la fibre chromatinienne, pourrait justifier ces résultats (Lassadi et al., 
2015). 
b) La protéine Sir4 
Lassadi et al., ont, dans le même temps, testé dans leur système l’effet de la suppression 
de la protéine Sir4, montrant que la dépression de la mise en silence des loci HM n’affecte pas 
de manière égale la distribution des loci HM selon le type sexuel. Comme mentionné 
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précédemment, la protéine Sir4 est impliquée dans l’assemblage et l’étalement de 
l’hétérochromatine ainsi que l’ancrage des télomères et des loci HM (Bystricky et al., 2009).  
Dans le mutant sir4, la contrainte des loci HM semble être affectée seulement dans les 
cellules MATα. Ce constat présuppose l’existence de différents mécanismes impliqués dans la 
relocalisation des loci HM et leur ancrage dans les cellules MATa vs MATα. Un effet identique est 
également observé concernant le changement des angles des loci HMLα et HMRa dans les 
cellules MATα. Mais cette réorganisation ne peut être expliquée par le simple détachement des 
télomères contrôlés par Sir4 car les extrémités du chromosome III ne bougent pas librement dans 
le noyau après la suppression de Sir4. Ces résultats laissent à penser que d’autres mécanismes 
sont impliqués dans la conformation du chromosome III et la position de ses régions 
subtélomériques.  
3.3) Le rôle du RE sur repliement du bras gauche du chromosome III 
Lassadi et al., proposent que le bras gauche du chromosome III forme une boucle. Dans 
une souche marquée pour les loci HMLα LEU2 et MAT, l’analyse de l’organisation 3D de ces trois 
loci confirme que le repliement du bras gauche du chromosome III est différent selon le type 
sexuel. Les angles formés dans une cellule MATa attestent que les loci HMLα et LEU2 sont 
proches et que les loci MAT et LEU2 sont plus contraints que dans une cellule MATα. Le locus 
HMLα se retrouve dans une position où il est plus mobile dans les cellules MATa, ce qui suppose 
une plus grande contrainte du locus LEU2 dans ces cellules. Ce positionnement augure de la 
présence d’une boucle de chromatine juxtaposant les loci LEU2 et HMLα (Figure 17). La présence 
de cette boucle, uniquement dans les cellules MATa, contrôlerait la position du locus HML. 
L’organisation du locus HMLα, dans les cellules MATa, pourrait faciliter son utilisation en tant 
que donneur durant le changement de type sexuel. Dekker et ses collaborateurs justifient que la 
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fréquence d’interactions entre RE et la région centromérique du chromosome III est plus élevée 
dans une cellule MATa. La formation d’une boucle de chromatine pourrait être assurée par le RE, 
présent sur le bras gauche, entre les loci HMLα et LEU2. Cette organisation permettrait de 
contourner la barrière formée par la région du centromère pour la recombinaison entre les 
séquences présentes sur les bras gauche et droit du chromosome III.  
De ce fait, Lassadi et al affirment que la suppression de la séquence du RE dans des cellules 
MATα affecte la distribution du locus HMLα qui devient similaire à celle observée dans une cellule 
sauvage MATa. Notamment, le locus HMLα apparaît moins confiné dans les cellules MATαΔRE et 
adopte un comportement proche de celui analysé dans les cellules MATa sauvages. La 
suppression du RE entraîne une diminution de la distribution et des angles formés au niveau du 
locus HMRa en comparaison aux loci MAT et HMLα. Enfin, la position du locus MAT vis-à-vis du 
locus HMLα est très variable due à sa grande mobilité. Le RE participe au repliement du bras 
gauche du chromosome III dans les cellules MATα, bien que que sa suppression ne conduise pas 
à une conformation strictement identique à celle retrouvée dans les cellules MATa pour le locus 
HMLα. D’autres facteurs ou séquences sont probablement impliqués dans le repliement du 
chromosome III.  
De manière surprenante, la suppression du RE, dans les cellules MATa, conduit également 
à un changement du repliement global du chromosome III. Le locus HMLα présente une 
distribution différente et son confinement change par rapport à une cellule MATa sauvage. La 
formation d’une boucle, sur le bras gauche du chromosome III, résultant de l’interaction physique 
entre le RE et la région centromérique proximale, est une des hypothèses les plus probables. 
Lassadi et al. expliquent que la région du RE, marquée avec un système FROS, colocalise avec une 
région également marquée et proche du centromère. De plus, la suppression du RE induit une 
 
 
115 
 
diminution du pourcentage de colocalisation entre la région du RE et celle proche du centromère 
toutes deux marquées.  
Enfin, les auteurs notent que la suppression de la protéine Fkh1 n’affecte pas 
drastiquement la colocalisation de ces deux loci tandis que cette protéine est très importante 
pour le choix du donneur lors des étapes précoces de la RH. En effet, l’analyse du repliement du 
chromosome III, est réalisée sans induction de l’endonucléase HO ; ainsi, en l’absence de CDB, il 
s’avère que la protéine Fkh1 semble ne pas jouer de fonction sur le repliement de ce 
chromosome. 
 
Les analyses de la distribution géométrique des trois loci du type sexuel ont mis en 
lumière la position atypique du locus HMLα en comparaison aux deux autres loci. Le bras gauche 
du chromosome III se replie différemment dans les cellules MATa et MATα. 
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IV. Visualiser le génome in cellulo à l’aide d’outils de biologie 
moléculaire  
1) La microscopie à fluorescence 
Le développement de nouvelles techniques représente un enjeu majeur permettant des 
avancées considérables dans de nombreux domaines. La microscopie à fluorescence a ainsi 
contribué à la compréhension de la relation entre l’organisation du génome et la fonction de 
nombreux mécanismes cellulaires. Cependant, il est encore difficile de mesurer précisément la 
dynamique des mécanismes tels que la transcription, la réplication ou la réparation des 
dommages à l’ADN. Nous allons discuter dans ce chapitre des outils de visualisation permettant 
d’observer un locus précis. Nous évoquerons, de même, les conséquences et les limites de ces 
outils sur l’environnement de la cellule. L’expression de protéines fluorescentes, telle que la GFP 
(Green fluorescent protein) pour étiqueter d’autres protéines, marque le début de la microscopie 
en fluorescence actuelle dans les cellules vivantes (Chalfie & Prasher, 1994). Le développement 
de nouvelles protéines, avec des spectres d’émission différents, a permis d’étudier plusieurs 
partenaires au sein d’un mécanisme dans une même cellule vivante (Z. Zhang et al., 2002). 
Plusieurs approches sont possibles pour visualiser la fibre de chromatine. Elle peut être visualisée 
dans sa globalité par l’incorporation de nucléosomes fluorescents ou par l’utilisation de bases 
modifiées. L’utilisation de sonde d’ADN simple brin couplées avec un fluorophore, appelée 
« FISH » permet de cibler un locus unique. Cependant, cette approche se limite seulement aux 
cellules fixées car il est nécessaire de dénaturer par la chaleur la double hélice d’ADN afin de 
l’ouvrir et de rendre accessible le locus ciblé à la sonde (Langer-Safer, Levine, & Ward, 1982). En 
revanche, la visualisation d’un locus précis, dans une cellule vivante, requiert l’insertion de 
séquences reconnues spécifiquement par des protéines fusionnées avec un fluorochrome, 
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permettant la formation d’un foyer fluorescent visible par rapport au bruit de fond. Au cours des 
dernières décennies, plusieurs systèmes ont été mis au point. Le système FROS (Fluroescent 
Repressor Operator System), dérivé de mécanismes de régulation bactérienne, est la première 
technique développée pour visualiser un locus spécifique au sein de cellules vivantes (Robinett 
et al., 1996) . 
  2) Les systèmes de visualisation de locus unique 
2.1) Le système FROS 
Les premiers systèmes FROS reposent sur l’insertion de séquences « Opérons » LacO et 
TetO, hautement répétées à un locus précis. Une protéine « Répresseur », fusionnée avec une 
protéine fluorescente (LacI ou TetR), est exprimée dans la cellule (Belmont, 2001; Belmont & 
Straight, 1998;Lau et al., 2003). La fixation spécifique des protéines LacI-FP et TetR-FP sur les 
séquences « Opérons » permet la visualisation d’un foyer fluorescent correspondant au locus 
marqué (Marshall et al., 1997 ; Robinett et al., 1996 ; Robinett et al., 1996). Les systèmes FROS 
sont de puissants outils, mais nécessitent l’insertion de grandes séquences exogènes dans le 
génome. De plus, la présence de répétitions sur une large distance (jusqu’à 10kb) peut introduire 
une certaine fragilité au niveau de la structure de l’ADN chez les eucaryotes (Robinett et al., 
1996). Ces stress topologiques peuvent perturber les mécanismes de réplication, de transcription 
ou de réparation de l’ADN, nécessitant l’interaction de facteurs avec l’ADN. La diminution du 
nombre de répétitions LacO jusqu’à 30, a renforcé la stabilité du système FROS, favorisant son 
utilisation dans plusieurs études. En effet, les systèmes FROS ont permis d’étudier la position des 
télomères et la compréhension des mécanismes impliqués dans leurs localisations à la périphérie 
nucléaire (Bupp & Jaspersen, 2007; Bystricky & Gasser, 2005; Ebrahimi & Donaldson, 2008; Miele 
& Dekker, 2009;Schober et al., 2008, Taddei & Gasser, 2004). Notamment, l’implication des 
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protéines Ku70/80, Sir4 et Esc1 a pu être caractérisée par ces approches. Dans une autre étude, 
il a été souligné que certains gènes actifs en transcription sont en partis relocalisés vers la 
périphérie proche d’un pore nucléaire (Berger et al., 2008 ;Cabal et al., 2006 ;Gard et al., 
2009 ;Taddei et al., 2006). L’exploration d’un site de CDB, lors de la recherche d’homologie, 
(Bressan & Haber, 2004; Bystricky et al., 2009; Simon & Broach, 2002) et sa relocalisation vers la 
périphérie dans le cas d’une CDB persistante ont également été observées. La mesure des 
distances précises, entre deux loci marqués, a contribué à la proposition de modèles sur 
l’organisation de la fibre de chromatine et sa nature en tant que polymère. Par ailleurs, un autre 
système FROS (λO/λCi) (x64 répétitions) (Fekete & Chattoraj, 2005) fut adapté chez la levure dans 
l’équipe de K. Bystricky, permettant de marquer trois loci sur le chromosome III et d’en étudier 
sa conformation. Ce travail pointa une différence d’organisation en 3D selon le type sexuel de la 
levure (Lassadi et al., 2015).  
Le développement de nouveaux systèmes de visualisation permet de dépasser les limites 
imposées par les technologies actuelles. Dans l’équipe, nous avons breveté le système de 
visualisation ANCHOR. Ce dernier repose sur le système parABS de partitions chromosomique et 
plasmidique des procaryotes. 
2.2) Des systèmes de partition bactérien parABS au système ANCHOR 
a ) Les systèmes de partitions bactériens 
 Les systèmes parABS existent sous forme d’opéron codant pour deux protéines, ParA et 
ParB, suivi d’une séquence composée d’un motif inversé répété de 16pb, appelée parS. Les 
protéines ParB forment un dimère, puis sont recrutées spécifiquement sur la séquence parS. Les 
dimères ParB, présents sur l’ADN, sont ensuite aptes à recruter d’autres dimères de même nature 
sur les séquences d’ADN voisines.  
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Figure 18: Système de partition d’un plasmide portant un système de type 
parABS.
 Représentation schématique d’un système de partition parABS. L’opéron parABS contient deux 
gènes, ParA et ParB, ainsi qu’une séquence parS. Les protéines ParB forment un dimère qui se ]xe spéci]-
quement sur la séquence parS. Les dimères ParB forment un complexe nucléoprotéique qui s’étend en 
recrutant d’autres dimères ParB en cis et trans via des interactions non spéci]ques avec l’ADN. Ce complexe 
permet de recruter et d’activer le partenaire protéique ParA, une ATPase impliquée dans la ségrégation des 
deux copies d’ADN aux pôles d’une cellule en division.  
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Les dimères de ParB, nouvellement mobilisés, ont la capacité de former un complexe 
nucléoprotéique étendu en cis et trans via des interactions non spécifiques avec l’ADN. La formation 
de ce complexe protéique étendu permet de recruter et d’activer le partenaire protéique ParA 
(Gerdes, Howard, & Szardenings, 2010). La protéine ParA est une ATPase qui s’assemble et 
permet la ségrégation des deux copies d’ADN aux pôles de la cellule en division (Figure 18). Ainsi, 
le système de partition au complet est également capable de stabiliser des plasmides instables 
sans augmenter leur nombre de copies (T Ogura, Miki, & Hiraga, 1980; Teru Ogura & Hiraga, 
1983). Les plasmides, à bas nombre de copies, possèdent donc des systèmes de partition actifs, 
offrant une grande variété de possibilités pour le développement de nouveaux systèmes de 
visualisation.  
Il existe trois grands types de systèmes de partition chez les procaryotes, basés sur la 
nature de la protéine ParA et la position du site parS au sein de l’opéron. Les systèmes de 
partition de type I sont les systèmes les plus répandus et sont les seuls présents sur les 
chromosomes bactériens. Le type I possède une ATPase à motif Walker box A déviant (aussi 
appelé P-loop) (Koonin, 1993). Le type II concerne les ATPase de type actine et le type III comprend 
des GTPase de type tubuline.  
Le type I est divisé en plusieurs sous-types selon la taille et l’homologie de séquence de 
ses protéines, ainsi que l’organisation génétique de l’opéron qui les code (Gerdes, 2000)(Figure 
19). Nous retrouvons principalement deux sous-types très répandus : les sous-types IA et IB. Le sous-
type IA concerne les systèmes de partition les plus étudiés, représentés principalement par 
parABS (prophage P1) et sopABC (plasmide F d’E. coli.). Les protéines ParA du sous-type IA 
agissent directement dans le processus de partition (M. a Davis et al., 1996). 
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Figure 19: Organisation et régulation des diCérents types d’opérons par.
A: Organisation générale de la protéine ATPase: Protéines ParA en amont et ParB  en aval.
B: Sytème de type II avec une protéine ParA de type actine ( plasmide pTAR pour exemple).
C: Système de Type I avec une protéine ParA possédant un domaine de ]xation à l’ADN en partie N-ter 
(Plasmide F ou P1)
D: Système de partition chromosomal avec une protéine ParA de taille réduite capable de ]xer une 
séquence centromérique au niveau du promoteur de l’opéron parABS.
E: Système de partition de type III apparenté au tubulines.
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Au delà de leur action directe dans la partition, elles ont aussi une fonction de répresseur 
transcriptionnel de l’opéron par (Mori et al., 1989, Davis, Helinski, & Roberts, 1992). Cette 
fonction est assurée par un motif de liaison à l’ADN de type Hélice Tour Hélice (HTH) situé dans 
la région N-terminale de la protéine. De surcroît, les protéines ParBIA contiennent un motif HTH 
de liaison à l’ADN. 
Le sous-type IB comprend le système du plasmide pTP228 (Salmonella newport), du 
plasmide pTAR (Agrobacterium tumefaciens) et du plasmide pB171 (d’E. coli), pour ne citer que 
les plus étudiés. Les protéines ParA et ParB de type IB sont de plus petites tailles. Le rôle de 
répresseur transcriptionnel, dans le sous type IB, est assuré par la protéine ParBIB. En effet, celle-
ci ne possède pas de motif de liaison à l’ADN spécifique. Le site parS est situé au niveau de la 
région promotrice de l’opéron ; la fixation de ParBIB détermine donc l’autorégulation du 
promoteur (Figure 30C). A noter que, contrairement aux protéines ParBIA, les protéines ParBIB 
contiennent un motif RHH (Ribbon-hélice-hélice), initialement identifié sur la structure de ParBIB 
du plasmide TP228 (E. coli) (Golovanov, Barillà, Golovanova, Hayes, & Lian, 2003) . La majorité 
des chromosomes portent en outre des systèmes de partition similaire au type I. Ceci étant, les 
protéines ParA sont de type IB, tandis que les protéines ParB sont très similaires aux protéines 
ParBIA et portent un motif de fixation à l’ADN de type HTH.  
b) Les propriétés d’étalement des protéines ParB chez les bactéries  
Les propriétés d’étalement des protéines ParB de type IA sont caractérisées chez de 
nombreuses bactéries. Dans le cadre de l’optimisation de l’outil ANCHOR, nous avons évalué les 
propriétés d’étalement d’une protéine ParB particulière appelée SopB. Afin de replacer les 
raisons de cette étude dans son contexte, nous allons décrire dans ce sous-chapitre les études 
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ayant permis d’identifier et de comprendre le mécanisme d’étalement des protéines ParB en 
général.  
La caractérisation du système sopABC permit d’identifier pour la première fois 
l’étalement des dimères SopB (Lynch & Wang, 1995) puis ParB en général (O. Rodionov, 1 
(Murray, Ferreira, & Errington, 2006). L’organisation des protéines ParB est conservée entre les 
différents systèmes de partition. Nous pouvons retrouver un domaine d’oligomérisation au 
niveau de la partie N-terminale de la protéine (Hanai et al., 1996 ;S. K. Kim & Wang, 1998, 
1999 ;Surtees & Funnell, 1999 ;Bartosik, Lasocki, Mierzejewska, Thomas, & Jagura-Burdzy, 
2004 ;Carmelo et al., 2005). La partie centrale comprend un domaine de fixation à l’ADN 
spécifique pour la séquence parS mais également de fixation non spécifique à l’ADN. La partie C-
terminale contient un domaine de dimérisation entre protéines ParB. Ainsi, deux protéines ParB 
dimérisent avant de se fixer sur un site parS, puis le recrutement d’autres dimères de ParB et leur 
oligomérisation assurent l’étalement de part et d’autres du point de nucléation. L’étalement est 
une caractéristique commune à l’ensemble des protéines ParB de Type I. Chez E. coli, des études 
révèlent que la protéine SopB du système sopABC est habilitée à éteindre l’expression d’un gène 
de résistance à un antibiotique situé à une distance jusqu’à 10kb de la séquence sopC (parS du 
système parABC) (Lynch & Wang, 1995 ;S. K. Kim & Wang, 1999). Ce phénomène, appelé « 
silencing », est également observé pour d’autres systèmes de partition, notamment celui du 
prophage N15 spécifique de E. coli (Grigoriev & Lobocka, 2001). Le silencing des gènes voisins au 
séquence sopC semble être dû à l’étalement des protéines SopB (O. Rodionov, 1999), empêchant 
l’accessibilité de protéines comme l'ARN polymérase aux régions promotrices (D. R. Williams, 
Motallebi-veshareh, & Thomas, 1993 ; Jagura-Burdzy et al., 1999). Toutefois, le silencing » est 
observé seulement lors de la surexpression des protéines SopB : chez Bacilus subtilis, les 
quantités d’ARNm, produites au niveau des régions voisines de sites parS, ne semblent pas varier 
 
 
124 
 
en présence des protéines SopB dans un contexte d’expression sauvage. Ces résultats nous 
laissent envisager que les protéines SopB n’induisent pas de silencing dans ces conditions.(Breier 
& Grossman, 2007; Hao & Yarmolinsky, 2002). La surexpression des protéines ParB a donc été 
utilisée comme un outil génétique permettant de détecter des mutants déficients pour 
l’étalement (Lobocka & Yarmolinsky, 1996 ; Hanai et al., 1996 ;Kusiak, Gapczyńska, Płochocka, 
Thomas, & Jagura-Burdzy, 2011) . L’étude de plusieurs protéines ParB et de différents mutants, 
a permis de montrer que l’étalement était assuré par l’oligomérisation des dimères de protéines 
ParB. Une étude mentionne que des mutants déficients, à la fois pour le « silencing » et 
l’étalement, sont également déficients pour la partition, suggérant que l’étalement » assure la 
partition (Lobocka & Yarmolinsky, 1996; O. Rodionov, 1999). Plusieurs études prouvent que la 
formation des complexes étendus est dépendante de l’étalement et nécessaire à la ségrégation 
correcte des chromosomes (Jakimowicz, Chater, & Zakrzewska-Czerwínska, 2002; Jakimowicz, 
Gust, Zakrzewska-Czerwinska, & Chater, 2005 ;Piggot & Coote, 1976 ;Ireton, Gunther IV, & 
Grossman, 1994). Cependant, l’importance de l’étalement fut remise en cause par une étude 
consistant à limiter l’étalement de ParB du plasmide P1. Pour ce faire, des sites de fixation des 
protéines RepA et GAL4 ont été introduits de part et d’autre du site parS. En ayant une interaction 
forte, ces protéines jouent un rôle de barrière physique pour l’étalement en cis des protéines 
ParB. Dans ces conditions, la stabilité du plasmide au fil des générations est mesurée (Oleg 
Rodionov & Yarmolinsky, 2004). En dépit de la présence des séquences bloquantes dites « 
roadblocks », une très faible perte de plasmides fut observée. Ces résultats démontrent que 
l’étalement n’est pas essentiel pour la partition. Cependant, en 2007, Bouet et al (Bouet & Lane, 
2007) proposent un autre modèle d’étalement depuis le site de nucléation sopC (parS). En effet, 
en plus de l’étalement en cis le long de la fibre d’ADN, un régime en trans, sur les régions voisines 
au site parS, permettrait de contourner les roadblocks en cis. Ainsi, la formation d'un complexe 
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étendu assurerait l’étalement en trans. Par ailleurs, ce modèle est cohérent avec la présence de 
presque toutes les molécules de ParB dans un ou deux foyers fluorescents observés in vivo. 
D’autres études, sur la protéine ParB de B.subtilis (Spo0J) et SopB de E.coli, renforcent ce modèle 
(Graham et al., 2014, Sanchez & Bouet, 2013, Broedersz et al., 2014). La protéine Spo0J semble 
être capable de lier des sites éloignés du chromosome via des interactions en trans appelées 
"bridging" (Broedersz et al., 2014, Graham et al., 2014). Toutefois, la protéine SopB, vouée à 
former un complexe en trans, ne semble pas interagir avec d’autres régions voisines par bridging 
.(Sanchez et al., 2015). 
Plusieurs études ont essayé de caractériser l’effet des mutations affectant la structure et 
les fonctions des protéines ParB. Or, la grande mobilité du domaine N-terminal impliqué dans la 
multimérisation des dimères ParB, a rendu très difficile la modélisation de sa structure. Chen et 
ses collaborateurs ont réussi, par des approches de crystallographie, à résoudre la structure du 
domaine N-terminal de la protéine ParB de Helicobacter pylori (B.-W. Chen, Lin, Chu, Hsu, & Sun, 
2015). Ces travaux ont distingué, par analogie de structure, les acides aminés clés impliqués dans 
l’étalement en cis et trans de Spo0J de B.subtilis.  
Enfin, il a été proposé que la fixation sur le site parS provoque un changement de 
conformation de la protéine ParB. Ce changement initial permettrait de modifier la conformation 
d’autres dimères ParB, recrutés via le domaine N-terminal. Ainsi, les dimères, qui n’interagissent 
pas directement avec le site parS, seraient compétents, une fois leur conformation modifiée, 
pour recruter de nouveaux dimères et pour se fixer sur l’ADN des régions voisines afin de réaliser 
l’étalement en cis et trans (Broedersz et al., 2014, Taylor et al., 2015). La nature flexible du 
domaine N-terminal des protéines ParB déboucherait sur un changement de conformation de la 
protéine totale lors de la fixation sur le site parS. Néanmoins, certaines données sont 
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contradictoires avec la nécessité du changement de conformation. Effectivement, le domaine de 
multimérisation de la protéine ParB du plasmide P1 est capable de former un dimère en l’absence 
d’un domaine de fixation à l’ADN HTH ou d’un site parS (Surtees & Funnell, 1999). A l'heure 
actuelle, aucune donnée ou modèle ne confirme que ce changement de conformation serait 
requis pour l’étalement des protéines ParB. 
c ) Les systèmes ANCHORs 
Lors de conception du système ANCHOR, nous avons utilisé différents systèmes parABS, 
tous issus de sous-type chromosomal.  
Le système ANCHOR a été développé dans l’optique de proposer un nouvel outil de 
visualisation de locus unique moins invasif que les systèmes FROS. Effectivement, l’analyse de la 
dynamique des mécanismes de transcription, de réparation et de réplication nécessite des outils 
qui ne perturbent pas le recrutement ou le passage de facteurs sur la chromatine. Le système 
ANCHOR est découplé en deux parties. La première est la séquence ADN « ANCH ». Elle est d’une 
taille inférieure à 1kb et peut contenir de 4 à 9 de sites parS séparés par une centaine de paires 
de bases de séquence non répétées en fonction du système utilisé. La seconde partie du système 
est la protéine OR correspondant à une protéine ParB spécifique des sites parS de la séquence 
ANCH (Figure 19). La protéine OR/ParB est couplée avec une protéine fluorescente (FP). Elle se 
fixe sous forme d’un dimère sur les sites parS présents dans la séquence ANCH. Par la suite, 
d’autres dimères OR-FP sont recrutés via l’interaction avec le complexe formé sur la séquence 
ANCH. L’étalement des dimères OR-FP, sur les régions voisines du site d’insertion de la séquence 
ANCH, est observé sur une distance d’environ 2kb. Ainsi, les dimères OR-FP s’étalent sur distance 
de 5 kilobases au total, donnant lieu à l’accumulation de nombreuses protéines fluorescentes qui 
forment un foyer de fluorescence OR-FP visible par rapport au bruit de fond. Une approche de 
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microscopie confocale nous a permis d’estimer à 481 ± 274 le nombre de dimères fluorescents 
sur la séquence ANCH3. Une approche de FRAP (Fluorescent Recovery After Photobleashing) 
nous a laissé évaluer le temps de renouvellement des dimères OR3-FP sur la séquence ANCH3 
après blanchissement par laser du foyer de fluorescence OR3-GFP. Ainsi, le retour de la moitié 
de la fluorescence initiale est observé au bout de 57 ±2s (Germier et al., 2017) . En conditionnant 
l’idée que la fixation de la plupart des dimères OR3-GFP est transitoire, ces résultats nous laissent 
supposer que ceux fixés aux sites parS sont relativement stables.  
Cette propriété est un avantage en comparaison de la fixation des protéines répresseurs au 
système FROS qui est plus fort. Pour cette raison, le système ANCHOR3 semble moins invasif, 
autorisant le passage d’une ADN et ARN polymérase sur l’ADN par exemple. A ce jour, quatre 
systèmes ANCHOR ont ainsi été mis au point. Trois d’entre eux sont déjà utilisés chez les cellules 
eucaryotes telles que la levure (Saad et al., 2014), les cellules mammifères (Germier et al., 2017) 
et les cellules de drosophiles (Gomez-Lamarca et al., 2018). Les systèmes ANCHOR ont également 
été utilisés pour étiqueter des virus à ADN (Mariamé et al., 2018).  
Chez la levure, l’utilisation des systèmes ANCHOR1 et ANCHOR2 (INT1/ParB1 et 
INT2/ParB2), dérivés des chromosomes bactériens c2 et c3 de Burkholderia cenocepacia, a 
permis de mesurer la vitesse de résection de l’ADN après induction d’une cassure d’ADN double 
brin au niveau du site de restriction de l’endonucléase HO sur le locus MAT. Pour ce faire, les 
séquences ANCH1 et ANCH2 ont été insérées à 300 et 4000 pb à gauche du site de cassure du 
locus MAT. Cette configuration permet de visualiser deux foyers de fluorescence de couleurs 
différentes grâce à l’utilisation de protéines OR1-mCh et OR2-GFP. L’induction de la CDB est 
suivie par une résection des extrémités de la cassure. Ainsi, lors du passage de l’ADNdb à un 
ADNsb, au niveau du locus ANCH, les protéines OR fixées sont libérées, les protéines OR-FP n’ayant 
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pas d’affinité pour l’ADNsb. Cette propriété a permis de mesurer le temps que met le foyer de 
fluorescence du système ANCHOR1 pour disparaître. La distance de ce locus, étant de 300pb par 
rapport au site de cassure, nous avons pu déterminer la vitesse de résection s’exprimant en 
nucléotides par minute (nt/min). La présence du second site ANCHOR2, situé à 4000pb du site 
de cassure, a facilité la mesure des mouvements du locus d’ADN après induction de la cassure 
d’ADN ainsi que la vitesse de résection entre les deux sites. Nous avons quantifié précisément 
une vitesse de résection de l’ADN égale à 82 ±15 nucléotides par minute. De plus, il a été 
démontré que l’absence de la protéine Exo1 réduit considérablement la vitesse de résection (19 
± 2 nt/min). A l’inverse, dans un mutant yku70, la résection démarre seulement 10 minutes après 
l’induction de la cassure, contre 21 minutes dans une souche sauvage. Ces résultats confirment 
que la protéine yKu70 participe à l’inhibition du démarrage de la résection, favorisant ainsi la 
réparation par NHEJ.  
ANCHOR3 est le système le plus utilisé à ce jour. Dans notre équipe, nous avons pu 
générer des virus fluorescents via l’insertion de la séquence ANCHOR3 dans le génome viral. Ces 
virus sont à même de réaliser un cycle viral complet. Ainsi, il est à la fois possible d’observer le 
virus à l’état de viroïdes (particule virale) mais, par ailleurs, sous la forme d’ADN libre jusqu’à son 
encapsidation dans le noyau d’une cellule d’eucaryote supérieur.  
Germier et al. ont récemment publié des travaux réalisés au sein de l’équipe utilisant le 
système ANCHOR3. A l’échelle d’une cellule unique, la dynamique du gène oestrogéno-régulé de 
la cycline D1 (CCDN1) a été mesurée en réponse à l’activation de transcription par l’ajout 
d’œstrogène. Le système ANCHOR3, présent au niveau du promoteur de ce gène, permet de 
suivre au cours du temps les mouvements du locus. De plus, un système MS2/MCP-GFP permet 
d’observer la production de l’ARN messager en cours de transcription. Pour la première fois, la 
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dynamique d’un locus précis au cours de sa transcription a pu être appréciée en s’assurant de la co-
localisation du signal fluorescent généré par chacun des systèmes ANCHOR3-mCh et MS2/MCP-
GFP. Les résultats obtenus préconisent une baisse de la dynamique et une diffusion contrainte 
en réponse à l’activation de la transcription. Les auteurs proposent un modèle justifiant la baisse 
de mobilité du locus par recrutement des facteurs de transcription sur le promoteur. Cette 
hypothèse est étayée par une expérience visant à utiliser des inhibiteurs de l’initiation de la 
transcription qui induisent une disparition des contraintes de diffusion observées en premier 
lieu.  
3) Cibler un locus spécifique sans modifier le génome ?  
3.1) Les alternatives de ciblage non invasif d’un locus : TALE et Cas9 
Le marquage de locus unique nécessite, comme nous l’avons vu, l’insertion de séquences 
exogènes. Chez les eucaryotes supérieurs, la modification du génome est une étape encore 
difficile et peut être une source d’altération. Le développement de nouvelles technologies, tels 
que les systèmes CrispR/Cas9 et TALEN (Transcription Activator-Likes Effector Nucléases), ont 
amélioré la modification du génome mais requièrent toutes deux une mise en place longue (Mali 
et al., 2013 ; Miller et al., 2011, Mussolino et al., 2011, Cong et al., 2013). Le système de 
marquage idéal ne devrait ni affecter la structure de la chromatine au voisinage du locus ciblé, ni 
nécessiter la modification du génome.  
Plusieurs approches tendent à réunir ces deux conditions. Par exemple, une protéine Cas9 
inactivée (dCas9) a été couplée avec un fluorochrome (eGFP) afin de cibler et visualiser un locus 
précis sans modification du génome. Cependant, le système CrispR/Cas9 implique l’ouverture 
locale de la double hélice d’ADN afin d’hybrider l’ARN guide au niveau de la séquence génomique 
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ciblée. La formation de cette triple hélice déstabilise localement la structure de la chromatine. 
La limite de ce système est liée au fait qu’un seul complexe dCas9-eGFP n’est pas suffisant pour 
visualiser un foyer de fluorescence par rapport au bruit de fond. Dès lors, son application est 
restreinte au ciblage de séquences, naturellement répétées dans les génomes à savoir les 
télomères, les centromères et les régions péricentromériques (Cong et al., 2013). Afin de 
contourner cette limite, Chen et ses collaborateurs ont utilisé entre 26 à 36 ARN guides 
différents, ciblant des séquences non répétées dans une région restreinte. L’accumulation locale 
de protéines dCas9-eGFP permet ainsi de visualiser un foyer de fluorescence légèrement 
supérieur au bruit de fond et ceux dans un faible pourcentage de cellules. De surcroît, l’utilisation 
de nombreux ARN guides dans une région restreinte, conduit à la formation de nombreuses 
structures triples hélices (ARN guide/ADNdb). Par conséquent, l’accumulation de ces structures 
produit une forte dénaturation de l’ADN, fragilisant le site ciblé par ce système. Par ailleurs, cette 
étude annote que plusieurs dCas9-eGFP peuvent inhiber la transcription d’un gène ciblé par une 
multitude d’ARN guide.  
Les systèmes TALEs et leurs dérivés ont également été utilisés pour marquer des loci 
précis dans une cellule in vivo. La protéine TALE a été découverte chez une bactérie pathogène 
de plantes, Xanthomonas (Boch et al., 2009 ; Moscou & Bogdanove, 2009). Elle est composée de 
trois domaines distincts. La partie N-terminal est impliquée lors de l’infection bactérienne via un 
domaine de translocation mais également dans la fixation sur l’ADN et une sequence NTR (N-
terminal Recognition Sequence). Le domaine central assure la fixation et la reconnaissance de 
séquences spécifique à l’ADN. Le domaine C-terminal est un effecteur assurant une fonction 
moléculaire effective telle que l’activation de la transcription (Schornack & Lahaye, 2006; Van 
Den Ackerveken & Bonas, 1996; W. Zhu & White, 1998). Le domaine de fixation à une séquence  
ADN est assuré par une série de répétitions composées de 33 à 35 acides aminés. Parmi eux, ceux 
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en position 12 et 13, appelés RVDs (pour repeat-variable diresidues), sont impliqués dans la 
reconnaissance spécifique d’une base. Sur le domaine de fixation à l’ADN des protéines TALE, 
chaque répétition d’acides aminés contient des RVDs différents. Ainsi, le décryptage du code 
RDVs a permis, via des étapes de clonages, de générer un domaine de fixation à l’ADN spécifique 
pour la séquence d’ADN choisie (Boch et al., 2009; Cermak & Christian, 2011; Morbitzer & Lahaye, 
2011). De cette découverte, sont apparues de multiples applications tels que l’édition du génome 
via les TALENs (N. Sun & Zhao, 2013), la modulation de la transcription via l’ajout de domaine 
activateur ou répresseur (F. Zhang et al., 2011 ;Perez-Pinera et al., 2013) et le ciblage de locus 
spécifique en microscopie à fluorescence in vivo (Miyanari, Ziegler-Birling, & Torres-Padilla, 
2013). L’avantage des systèmes TALEs repose sur la reconnaissance de séquences ADN sous 
forme double brin, sans induire la dénaturation de la double hélice. En effet, le mode de fixation 
à l’ADN n’est pas clairement défini, mais nous savons que le TALE reconnaît le grand sillon de la 
double hélice d’ADN (Mak, Bradley, Cernadas, Bogdanove, & Stoddard, 2012). De plus, la fixation 
d’un TALE est plus spécifique que celle du système CrispRCas9. En effet, le nombre de RVDs peut 
être modulé à volonté, permettant d’augmenter la spécificité de fixation chez les eucaryotes 
supérieurs qui possèdent beaucoup de séquences répétées. Les limites des systèmes TALEs 
reposent sur les étapes de clonages nécessaires pour la création du domaine de fixation à l’ADN. 
Une certaine instabilité peut être observée au niveau des répétitions de RVDs chez les bactéries 
compétentes pour la recombinaison. Enfin, nous retrouvons la même limite que le système 
dCas9-GFP, concernant les applications de visualisation de locus spécifiques en microscopie à 
fluorescence. Seuls, le ciblage de séquences répétées et l’utilisation de plusieurs TALEs différents, 
proches les uns des autres, permettent de visualiser un foyer de fluorescence.  
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3.2) Les systèmes TALEs-OR et dCas9-OR : accumuler des protéines OR sans 
la séquence ANCH 
a) Coupler les systèmes non invasifs TALE et dCas9 avec les protéines OR 
Les systèmes dCas9-GFP et TALE-GFP permettent de proposer de nouveaux outils de 
visualisation de locus précis en microscopie à fluorescence sans nécessiter la modification du 
génome. Néanmoins, le système dCas9-GFP peut induire des changements de conformation de 
l’ADN pouvant affecter les mécanismes moléculaires localement. Le système TALE-GFP, quant à 
lui, permet un ciblage non invasif et hautement spécifique mais nécessite une mise en place plus 
longue. Toutefois, dans une utilisation simple et rapide, ces deux systèmes se limitent 
uniquement à la visualisation des séquences répétées.  
Dans le cadre de cette étude, nous avons voulu combiner la prédisposition des systèmes 
dCas9 ou TALE à cibler un locus, sans devoir modifier le génome, avec la capacité d’étalement 
des protéines OR. De la sorte, le ciblage guidé par dCas9-OR ou TALE-OR permettrait de recruter 
spécifiquement d’autres dimères OR-FP pour l’étape de nucléation en l’absence de sites parS. 
Par la suite, d’autres dimères OR-FP seraient recrutés via des interactions entres dimères OR, 
occasionnant l’étalement sur les régions voisines au site de fixation initial. Ainsi, nous 
obtiendrions un outil idéal pour la visualisation de locus précis dans les cellules vivantes en 
microscopie à fluorescence. 
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La première partie des résultats a été publié en collaboration avec Job Dekker dans Cell 
Reports en 2015. Je présenterais les résultats de microscopie que j’ai obtenus dans ces travaux. 
La seconde partie des résultats concerne le bilan d’expériences visant à développer des outils de 
biologie moléculaire non publié et toujours en cours d’étude. 
 
I) Le rôle du repliement du chromosome III et du recombinaison 
enhancer (RE) dans le changement de type sexuel chez S. 
cerevisiae 
Au cours de l’introduction, nous avons évoqué l’importance de l’organisation nucléaire et 
de la position des chromosomes sur la régulation des mécanismes de transcription et de 
réparation. Ces dernières années, l’étude du changement de type sexuel chez S. cerevisiae a émis 
une hypothèse sur la relation entre l’organisation d’un chromosome et le choix du donneur lors 
de la recombinaison homologue. Dans ce contexte, Haber et ses associés en déduisent que le 
choix du donneur dépend de l’accessibilité du donneur (James E. Haber, 1998, J. E. Haber, 2012). 
Le «recombination enhancer» (RE), présent sur le bras gauche du chromosome III, permet 
de lever l’inhibition de recombinaison avec le bras droit, assurant ainsi le changement de type 
sexuel efficace. Le RE serait sujet à augmenter l’efficacité de RH en modifiant la localisation du 
bras gauche du chromosome III dans le noyau. 
 En 2015, Lassadi et al ont pu étayer cette hypothèse en établissant que la conformation 
du chromosome III est différente dans une fraction de la population selon le type sexuel. En 
outre, les auteurs ont démontré que la suppression du RE gauche peut affecter la structure du 
chromosome III. Dans le contexte du changement de type sexuel, il est supposé que le RE 
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contrôlerait l’organisation du chromosome III, jouant ainsi un rôle sur le choix du donneur lors 
de la RH. 
Au cours de ma thèse, je me suis intéressé au rôle structural du RE sur le chromosome III 
afin de comprendre les mécanismes impliqués.  
Dans le cadre d’une publication, en collaboration avec Job Dekker, parue dans Cell Reports 
en 2015, nous avons analysé le rôle des régions gauche et droite du RE sur le repliement du 
chromosome III en fonction du type sexuel à l’aide d’approches complémentaires de microscopie 
à fluorescence et de capture de conformation des chromosomes. Ces travaux ont soulevé le rôle 
distinct des parties gauche et droite du RE dans le repliement du chromosome III.  
1) Publication: « The Conformation of Yeast Chromosome III Is Mating 
Type Dependent and Controlled by the Recombination Enhancer”. 
1.1) Souches pour l’analyse en microscopie à fluorescence sur cellules vivantes  
Dans le but de préciser le rôle du RE sur le repliement du chromosome III, il m’a fallu mesurer 
en microscopie à fluorescence la distance entre différents loci marqués avec des séquences 
opératrices (FROS). Pour cela, deux souches de S.cerevisiae MATa / MATα possédant les 
séquences TetO/lambdaO/LacO ou TeTO/LacO présentes au niveau des trois loci HMLα, MAT et 
HMRa ou au niveau du RE et de la région centromérique droite (Figure 15 et 20) ont été utilisées. 
Dans ces souches, les distances mesurées sont comparées en fonction du type sexuel de S. 
Cerevisiae MATa / MATα.  
  
Figure 20 : Représentation schématique et observation en microscopie à 
Duorescence de souches de levures possédant un chromosome III dans 
lequel des systèmes FROS ont été intégrés aux niveaux des régions RE / 
CEN (A) et HMLα, MAT, HMRa (B).
A
B
 
 
138 
 
Afin d’analyser statistiquement ces résultats, un pourcentage de colocalisation entre deux loci 
est calculé. Dans cette analyse, j’ai aussi mesuré l’effet de la suppression du RE sur la distribution 
des distances selon le type sexuel.  
 
1.2) Analyse des résultats de microscopie  
a) La conformation du chromosome III est différente selon le type sexuel 
Dans l’optique d’une analyse globale du rôle du RE, je décrirais brièvement les résultats obtenus 
par nos collaborateurs en HI-C et 5-C, en parallèle des miens, lors de l’analyse en microscopie à 
fluorescence. L’analyse, par une approche Hi-C, révèle que les 16 chromosomes chez S. cerevisiae 
ont une conformation Rabl similaire à celle décrite dans la littérature (Berger et al., 2008)(Dekker 
et al., 2002)(Duan et al., 2010)(Tjong, Gong, Chen, & Alber, 2012). Cependant, le chromosome III 
s’avère être le seul à adopter une organisation différente en fonction du type sexuel (Belton et 
al., 2015) car dans une cellule MATa, la région sub-télomérique proche des loci HMLα et RE 
semble interagir plus souvent avec la région centromérique droite du chromosome III. Ces 
résultats indiquent que le chromosome III est le seul chromosome avec des interactions 
intrachromosomiques différentes selon le type sexuel chez S. cerevisiae. 
b) La co-localisation des loci HML/MAT diffère selon le type sexuel 
Lors de cette étude, j’ai évalué par microscopie à fluorescence la distance entre le RE et 
la région centromérique droite ainsi que la distance entre les loci HML, MAT et HMR selon le type 
sexuel de S. cerevisiae. Afin de pouvoir comparer plus facilement les résultats, le pourcentage de 
co-localisation entre deux loci a été calculé. A cet effet, nous considérons que deux loci, séparés 
de 250nm ou moins, colocalisent. Dans le but de déterminer si les pourcentages de co-
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localisation sont statistiquement significatifs, une approche de reéchantillonnage « bootstrap » 
et un test de Bonferroni ont été utilisés.  
Ainsi, j’ai pu mettre en évidence que les loci RE et CEN colocalisaient dans 14% des cas 
dans une population de cellules MATa contre 10% dans une population de cellules MATα et 
démontrer que les loci HMLα et MAT colocalisaient dans 21% des cas dans une population de 
cellules MATa contre 11% dans une population de cellules MATα. Aucune différence de 
colocalisation, pour les loci HMLα et HMRa ainsi que MAT et HMRa selon le type sexuel, n’a été 
détectée (Annexe : Figure 2 E F Belton et al.,). Ces résultats fondent l’idée que, dans une 
population de cellule MATa, les régions des loci HMLα et du RE interagissent plus souvent avec 
la région centromérique droite étendue jusqu’au locus MAT.  
Ces observations, cohérentes avec les données observées en HI-C/ 5-C, renforcent le 
modèle du repliement du chromosome III dépendant du type sexuel de S. cerevisiae proposé 
(Haber, 2012; Lassadi et al., 2015). A cet égard, l’utilisation d’approches complémentaires de HI-
C et de microscopie nous a apporté des précisions sur ce modèle en apportant une analyse 
statistique plus conséquente ainsi qu’une vue globale des interactions intra-chromosomiques. 
c) La suppression du RE affecte le repliement du chromosome III  
Les travaux de Lassadi et al en 2015 jugent que le repliement du bras gauche du chromosome 
III est affecté en l’absence du RE gauche dans les deux types sexuels avec un effet plus important 
observé dans une population de cellules MATα. Dans le but de comprendre l’influence du RE sur 
le repliement du chromosome III, nous avons analysé l’effet de la suppression du RE.  
Lors de l’analyse par microscopie à fluorescence, j’ai utilisé une souche dans laquelle la 
totalité du RE a été supprimée. Dans ce contexte, il en est ressorti que le pourcentage de 
colocalisation entre les loci RE/CEN et les loci HMLα/MAT est principalement affectée dans une 
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population de cellules MATa. En effet, j’ai pu observer (annexe : Figure 2C, D Belton et al.,) que 
la suppression complète du RE dans une souche MATa (MATa ΔRE), induit une diminution 
significative de co-localisation de 14% à 6% entre le RE/CEN ainsi qu’une diminution de 21% à 
16% entre les loci HMLα et MAT. De manière surprenante, aucun effet significatif n’a pu être 
détecté dans une population de cellules MATα ΔRE ; le pourcentage de co-localisation observé 
restant sensiblement le même avec ou sans la séquence complète du RE.  
Nous pouvons en conclure que le bras gauche du chromosome III rentre en contact moins 
fréquemment avec le bras droit dans une cellule MATa ΔRE, en comparaison à une cellule MATa 
sauvage. De plus, la suppression entière du RE ne semble pas affecter le pourcentage de 
colocalisation des loci RE et CEN dans les cellules MATα ΔRE, laissant penser que cette interaction 
ne dépend pas exclusivement du RE dans les cellules MATα. Malgré tout, notre analyse ne prend 
pas en compte la globalité de la conformation du chromosome III. A l’aide des données obtenues 
en HI-C, un effet de la suppression du RE sur la conformation du chromosome III a pu être étudié 
dans les deux types sexuels. Nous évoquerons ce dernier point dans la partie discussion.  
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II) Identification des facteurs protéiques recrutés à une cassure 
double brin unique et leur cinétique de recrutement 
Au cours de l’introduction, nous avons décrit les deux principaux mécanismes de 
réparation des CDB : la recombinaison homologue (RH) et la jonction d’extrémité non homologue 
(NHEJ). Ces mécanismes sont de nos jours bien caractérisés, mais les déterminants du choix de 
la voie de réparation restent encore à préciser. Elle semble dépendre de plusieurs paramètres 
comme la phase du cycle, la nature de la cassure ou encore le contexte chromatinien.  
Contre toute attente, la régulation précise de l’activité, ainsi que l’adressage des facteurs 
clés de réparation au niveau de la cassure, n’ont toujours pas été clairement caractérisés. 
Plusieurs études tendent à comprendre la régulation du choix du mécanisme de réparation. Les 
régions les plus transcrites semblent être réparées principalement par la RH. De plus, 
l’identification de petits ARNs non codants, transcrits au niveau d’un site de cassure, renforce 
l’idée que la transcription aurait un rôle régulateur sur l’initiation de la réponse aux dommages 
à l’ADN. L’identification des acteurs protéiques impliqués dans ce nouveau processus est difficile. 
L’analyse du protéome, sur une région génomique précise, nécessite un degré élevé 
d’enrichissement. Cependant, les études précédentes visant à identifier les protéines associées 
à la réparation d’une CBD concernent des régions contenants des loci répétés. Pour exemple, les 
auteurs des travaux de (Ide & Dejardin, 2015) ont réussi à purifier par ChIP des séquences 
promotrices des gènes d’ADN ribosomiques répétées à l’aide de sondes d’acides nucléiques 
spécifiques biotinylées en 5’.  
Les échantillons immunoprécipités ont ensuite été analysés par spectrométrie de masse, 
permettant d’identifier de nouvelles protéines impliquées dans la régulation de la transcription 
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de l’ARN polymérase I. Or, cette méthode se heurte à deux limites principales qui sont la 
nécessité de connaître la séquence cible pour la synthèse des sondes biotinylées ainsi que 
l’obligation d’avoir un nombre élevé de répétitions des séquences cibles afin d’immunoprécipiter 
suffisamment de matériel pour détecter des partenaires d’intérêts. 
Nous pouvons également citer des études ayant utilisé des approches de Chip sur locus 
unique via l’utilisation de dCas9. Cependant ces dernières sont à mon sens limité quant à 
l’identification de partenaires protéiques en regard de la très faible efficacité 
d’immunoprécipitation via cette technique (Tsui et al., 2018). 
Au sein de l’équipe Bystricky, nous avons développé une nouvelle technique permettant 
d’identifier des partenaires protéiques présents sur un locus unique dans le génome avec 
l’optimisation du système ANCHOR. Afin de suivre la dynamique de réparation d’une cassure 
d’ADN double brin, d’identifier et de quantifier les facteurs protéiques qui sont recrutés, nous 
avons opté pour une approche de SWATH-MS (pour Sequential window acquisition of all 
theoretical mass spectra). 
1) Idée, principe, concept : combiner ANCHOR3 avec étiquette de 
purification x3Flag  
1.1) Mise en place du système ANCHOR-FLAG.  
Après avoir approfondi le rôle de la structure du chromosome III dans le changement de 
type sexuel chez S. cerevisiae, nous nous sommes intéressés à la cinétique des évènements de 
réparation par RH après l’induction d’une cassure de l’ADN double brin. Pour cela, une séquence 
ANCH a été insérée à 300pb du site de restriction HO dans le locus MAT (ySA32). L’insertion de 
la séquence ANCH3, à proximité du site de cassure d’ADN du locus MAT, a permis, par le passé, 
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la visualisation du locus et la mesure précise de la vitesse de résection après induction de la 
cassure d’ADN (Figure 19) (Saad et al., 2014).  
Un de mes objectifs, au cours de ma thèse, a consisté à adapter le système ANCHOR3 
pour identifier, par une approche biochimique, de nouveaux partenaires protéiques impliqués 
dans la RH. J’ai mis à profit la propriété des protéines OR3 à s’oligomériser sur 2 kb, de part et 
d’autre de la séquence ANCH3, dans le but de capturer de l’environnement chromatinien via une 
immunoprécipitation de la chromatine (ChIP). La protéine OR3 a été fusionnée avec un épitope 
3xFLAG et un anticorps dirigé contre l’étiquette FLAG a été utilisé (pSA03). La co-
immunoprécipitation du locus ANCH3-MAT est ensuite analysée par une approche de 
spectrométrie de masse afin d’identifier les protéines de la RH, potentiellement co-purifiées 
(Figure 21). Afin de déterminer la dynamique de ce processus de réparation par RH, nous avons 
réalisé une cinétique de capture des complexes protéiques recrutés à proximité d’une séquence 
ANCH3, après induction d’une cassure d’ADN double-brin. 
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Figure 21 : Le système ANCHOR-FLAG est inséré à 300pb du site de 
coupure HO aEn de co-immunoprécipiter les facteurs recrutés lors de 
la réparation de la cassure d’ADN double brin.
La séquence ANCH est insérée à droite du site HO à 300pb du site de coupe par l’endonucléase HO. 
L’étalement des protéines OR couplées avec une étiquette FLAG nous permet de réaliser une ChIP 
contre ce locus. 
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2) Caractérisation et optimisation du système ANCHOR3-FLAG comme 
outil de biologie moléculaire.  
2.1 Le système ANCHOR3 est non invasif pour le mating type switching 
a) L’induction de la coupure HO 
Pour valider cette approche, nous avons testé si la présence du système ANCHOR pouvait 
entraver les étapes du mécanisme de changement de type sexuel.  
Après induction de l’endonucléase HO, nous avons pu mesurer par PCR qu’en moyenne 
40% des cellules n’ont pas d’amplification au niveau du site HO après 30 minutes d’induction 
(Figure 22B). Ce résultat indique qu’une cassure d’ADN double brin a eu lieu dans 40% des cellules 
au locus MAT. Cependant, d’expérience, l’amplification de loci HO intacts sur une population 
asynchrone tend à masquer le signal du locus clivé. Ainsi, les 40% de coupure, observés sur le site 
HO sous-estiment le taux de coupure effectif. Une approche de southern blot, avec l’utilisation 
d’une sonde spécifique au site HO, permettrait d’estimer plus précisément le pourcentage de 
coupure, mais n’a pas été utilisé ici.  
 
b) Le changement de type sexuel en présence du système ANCHOR 
La réparation de la cassure d’ADN double brin, induite par l’endonucléase HO, permet le 
changement de type sexuel par le biais d’une conversion génique entre le locus MAT et l’une des 
séquences homologues HML/HMR. Ce mécanisme implique la signalisation de la coupure HO, la 
recherche d’homologie, la résection de l’ADN et l’utilisation de la matrice ADN homologue pour 
la réparation. L’intervention de plusieurs protéines, pour assurer toutes ces étapes, nécessite 
une coordination spatio-temporelle.  
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Nous avons voulu déterminer si ces étapes étaient affectées par la présence du système 
ANCHOR. La conversion génique du locus MAT est facilement observable par PCR, en utilisant 
deux couples d’amorces spécifiques des séquences MATa et MATα. Après induction de 
l’endonucléase HO, nous avons réalisé une cinétique de coupure et suivi par PCR la conversion 
du locus MATa en MATα au cours du temps. Ainsi, avons-nous observé la diminution du signal 
MATa au cours du temps en faveur de l’apparition du signal MATα. Au vu de ces résultats, nous 
pouvons supposer que l’insertion de la séquence ANCH3 et l’oligomérisation de la protéine OR3-
FLAG à proximité du site de restriction HO, ne gêne ni la coupure ni la réparation par RH du locus 
MAT.  
2.2) Le système ANCHOR permet la co-immunoprécipitation d’un locus 
unique dans le génome.  
a) Test de l’efficacité d’immunoprécipitation des systèmes ANCHOR 
J’ai mis au point les conditions optimales de ChIP pour les systèmes ANCHOR-FLAG 1 et 3 : dans 
un premier temps, en testant l’efficacité d’immunoprécipitation des protéines OR1-FLAG et OR3-
FLAG avec un anticorps anti FLAG pour, finalement, mettre en évidence par Western blot que la 
protéine OR3-FLAG était la mieux immunoprécipitée (Figure 23C). J’ai pu établir, en parallèle, 
que l’efficacité de ChIP, sur le locus unique ANCH1, était comprise entre 8 et 10% et que celle du 
locus ANCH3 se situait entre 10 et 16% (Figure 23D). Dans ces deux conditions 
l’immunoprécipitation est satisfaisante. Ma recherche s’est, néanmoins, poursuivie mais 
uniquement avec le système ANCHOR3-FLAG.  
 
  
Fig 22 : Immunoprécipitation du locus MAT via le système ANCHOR-FLAG 
après induction de l’endonucléase HO.
A: Induction de l’endonucléase HO par ajout de galactose dans le milieu de culture. L’activité de coupure de 
l'endonucléase HO ainsi que l’ebcacité de Chip au niveau du locus MAT sont suivis au cours du temps (t= 20 
min). B: Disparition du locus MATa au cours de la résection de l’ADN. La PCR réalisée avec le couple 
d’oligomère  A (A) révèle que le site MATa est clivé avec 40% d’ebcacité au bout de 40 min après induction de 
l’endonucléase HO. C: La mesure d’ebcacité de Chip du locus MAT clivé par rapport au locus non clivé 
(Arginine) permet d’observer une ebcacité d’immunoprécipitation située entre 14 et 15% à 20 minutes. Une 
baisse à 10% est observée à 40 minutes et jusqu’à 2% à 60 minutes après induction. La diminution d’ebcacité 
de Chip est due à la résection de l’ADN pour lequelles les protéines OR-FLAG n’ont pas d’abnité. 
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b) Induction de la CDB et cinétique de ChIP sur le système ANCHOR3-FLAG 
 La séquence ANCH3 est insérée à 300pb du site de coupure HO entre la région Z1 et Z2. 
La protéine OR3 présente une très faible affinité sur l’ADN simple brin. Par conséquent, j’ai testé 
l’effet de la résection de l’ADN après induction d’une CDB via HO et mesuré l’efficacité de ChIP 
au cours du temps après l’induction de la cassure d’ADN par l’endonucléase HO. Les résultats 
notent une efficacité de ChIP supérieure à 15% jusqu’à 20 minutes, puis une diminution de 10% 
à 2% entre 40 et 60 minutes (Figure 23C). Ces résultats, cohérents avec les données de la 
littérature, ont défini une fenêtre de temps située entre 15 et 30min après l’induction de 
l’endonucléase HO. Ces paramètres se révèlent importants pour étudier la dynamique de 
recrutement des facteurs de réparation de l’ADN (Saad et al., 2014). 
Nous pouvons conclure que le système ANCHOR3-FLAG permet la co-
immunoprécipitation du locus MAT dans les 30 minutes après induction d’une cassure d’ADN par 
HO sans empêcher le « mating type switch ». Ces conclusions confirment que l’utilisation du 
système ANCHOR se prête d’avantage à l’analyse des étapes précoces de la réparation de l’ADN 
par RH. Cette limite est, néanmoins, contournable si le site d’insertion de la séquence ANCH est 
éloigné du site de restriction de l’endonucléase HO puisque la résection de l’ADN double brin en 
simple brin a une vitesse moyenne de 82 pb/ min chez S. cerevisiae : la résection d’un site ANCH 
prendra donc plus de temps d’autant qu’il est éloigné de la cassure d’ADN double brin (Saad et 
al., 2014).  
 
 
 
A B
C D
Fig 23 : Mise au point des conditions d’immunoprécipitation avec les 
systèmes ANCHOR 1 et 3.
 A Représentation schématique de la séquence ANCH insérée au niveau du locus MAT.  Les protéines 
OR-FLAG  s’accumulent puis s’étalent autour de la région ANCH. L’induction de l’endonucléase HO induit 
le recrutement des  facteurs de réparation (POI) au niveau du site de la cassure. Les POI sont co-immuno-
précipitées avec les protéines OR-FLAG. B Représentation schématique du locus MAT sans séquence 
ANCH. Les protéines OR-FLAG ne s’accumulent pas sur le locus MAT. L’induction de l’endonucléase HO 
induit le recrutement des  facteurs de réparation (POI) au niveau du site de la cassure. Les POI ne sont pas 
co-immunoprécipitées avec les protéines OR-FLAG. C Werstern blot montrant l‘immunoprecipitation de 
la protéine OR1-FLAG ou OR3-FLAG. Une quantité croissante d’anticorps anti-FLAG utilisé augmente 
l’ebcacité des protéines OR3-FLAG récupérées. D ChIP contre la protéine OR3-FLAG réalisé sur les 
souches ANCH MAT et WT MAT. La quanti]cation par qPCR révèle un pourcentage d’enrichissement signi-
]catif uniquement en présence de la séquence ANCH (ligne 1 et 2).   
1 2 3
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2.3) Validation de la ChIP-MS et résultats préliminaires  
Afin de valider notre approche, j’ai déterminé si nous pouvions identifier par 
spectrométrie de masse des protéines extraites à partir d’une ChIP ANCHOR3-FLAG.  
J’ai réalisé une ChIP contre OR3-FLAG dans une souche contenant le système ANCHOR3-
FLAG complet et deux autres souches contrôles contenant uniquement la séquence ANCH3 ou la 
protéine OR3-FLAG (Figure 24). 
Une cinétique à t=0, t=20, t=40 min a été réalisée sur ces trois souches. Les deux souches 
contrôles permettent d’estimer le nombre de protéines purifiées de manière non spécifique lors 
de la ChIP contre OR3-FLAG. Elles ont permis de déterminer un seuil de détection, considéré 
comme un « bruit de fond», d’une centaine de protéines identifiées. Parmi ces dernières, nous 
retrouvons des facteurs de la biogenèse des ribosomes ainsi que des protéines du métabolisme. 
Ces protéines étant exprimées en large quantité chez S. cerevisiae, il n’est donc pas surprenant 
de les retrouver dans notre analyse. Sans la séquence ANCH ou la protéine OR3-FLAG, aucune 
protéine impliquée dans la RH n’a pu être identifiée. Ce constat était prévisible puisque, en 
l’absence du système ANCHOR3-FLAG complet, la ChIP n’est pas possible. 
Dans le contexte où le système ANCHOR est complet, nous constatons un enrichissement 
six fois supérieur aux conditions contrôles ANCH3 - / OR3- (Figure 24). En moyenne, 680 protéines 
ont été identifiées lors de la validation de cette approche ChIP-MS, parmi lesquelles il est possible 
de déterminer des protéines de la RH telles que Rad51, Rad52, le complexe MRX (Mre11 et 
Rad50), Exo1, Sae2, le complexe RPA (RFA1 et 2). J’ai également distingué les protéines induites 
entre t=20 et t=40min parmi lesquelles on retrouve des protéines de remodelage de la 
chromatine (INO80, FUN30, RC7/8), des facteurs de transcriptions (TFIID, RPB3/D3), des 
hélicases, des topoisomérases (DNA1) et d’autres protéines de fonction encore inconnue 
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(annexe). Ces dernières représentent de bonnes candidates quant à l’identification de nouvelles 
protéines impliquées à divers degrés dans la réparation d’une cassure d’ADN.  
3) Optimisation des conditions d’induction de la cassure d’ADN et de ChIP 
pour l’analyse quantitative 
Le SWATH-MS permet l’enregistrement de données MS/MS de tout peptide détectable 
dans un échantillon à un instant T. Il réduit pour autant la perte d’informations sur les peptides, 
liée à la sélection des précurseurs. En effet, le mode d’acquisition DIA (Data Independant 
Acquisition) utilisé permet la fragmentation des peptides sans sélection préalable du précurseur. 
A l’inverse, le mode de fragmentation DDA (Data Dependant Acquisition), plus couramment 
utilisé, permet la fragmentation des ions peptidiques des 20 peptides les plus intenses d’un scan 
MS. A partir d’un temps d’analyse équivalent, le mode d’acquisition DIA conduit donc à 
l’obtention d’une quantité d’informations plus importante qu’en DDA, et permet en 
conséquence d’obtenir une très bonne couverture analytique. 
La quantification des peptides en SWATH-MS nécessite dans un premier temps de passer 
par une phase d’analyse qualitative. En effet, le retraitement des données acquises, à partir du 
mode SWATH-MS, est complexe et nécessite la confrontation avec une banque de spectres de 
peptides de référence. Cette banque est créée à partir d’échantillons acquis en mode DDA. La 
liste de peptides identifiés doit être la plus exhaustive possible si l’on veut identifier et quantifier 
le maximum de protéines dans un échantillon. La construction de cette banque nécessite, au 
préalable, l’analyse de plusieurs échantillons fractionnés similaires à ceux que nous souhaitons 
analyser/quantifier.  
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Un peptide présent dans un échantillon d’intérêt ne pourra pas être quantifié s’il n’est 
pas présent dans la banque de spectres. L’utilisation d’une banque de peptides déjà existante 
n’est pas envisageable car la quantification des peptides en SWATH-MS dépend des paramètres 
d’acquisition et d’analyses spécifiques du spectromètre de masse utilisé. Si les paramètres 
d’acquisition ne sont pas identiques à ceux utilisés lors de notre analyse, la banque n’est pas 
compatible pour effectuer la confrontation avec les données de SWATH-MS. A titre d’exemple, 
l’un des nombreux paramètres importants est le temps d’acquisition lors de l’analyse SWATH-
MS. Ce dernier doit être identique à celui utilisé lors de la construction de la banque peptidique 
(DDA). D’autres paramètres sont à prendre en compte dans une approche quantitative, tels que 
le modèle de spectromètre de masse, la colonne de chromatographie en amont, la fragmentation 
des peptides et la génération des ions. 
3.1) Création d’une banque de peptides par une approche DDA 
a) Le Swath-MS 
L’approche de SWATH-MS permet de quantifier avec précision des peptides de facteurs, 
connus ou inconnus, impliqués dans la réparation seulement si ces derniers sont au préalable 
caractérisés dans une banque de peptides. Au cours de ce projet, j’ai essayé d’établir une banque 
de peptides correspondant aux « protéines induites» lors d’une cassure d’ADN double brin. Et, 
pour qu’elle soit la plus exhaustive possible il m’a fallu tester plusieurs conditions. 
b) Analyses MS sur extrait totaux 
Dans un premier temps, nous avons analysé des extraits totaux sans (t=0 min) et avec une 
induction (t=30min) d’une CDB sur une souche avec le système ANCHOR3-FLAG. J’ai pu 
déterminer 645 protéines dans l’échantillon non induit (t=0min) (annexe). Cependant, 
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l’échantillon induit à 30 minutes ne contenait que très peu de protéines. Ce résultat n’a pas été 
concluant pour identifier des protéines directement impliquées dans la RH. De plus, au vu de la 
saturation de spectromètre de masse, nous étions largement au dessous du seuil de protéines 
détectées dans nos échantillons non induits, nous avons décidé d’augmenter la quantité 
d’extraits protéiques à analyser. 
Dans cette seconde expérience, j’ai utilisé les mêmes paramètres, à l’exception de la 
quantité d’extrait total de protéines (25µg à 65µg) et pu identifier 1025 et 986 protéines 
respectivement pour les conditions t=0 et t=30min (annexe). L’augmentation de la quantité 
initiale d’extrait protéique nous a permis d’augmenter le nombre de protéines identifiées. 
Cependant, quasiment aucun facteur, impliqué dans la RH, n’a pu être détecté.  
Nous avons essayé d’optimiser les conditions d’induction de la cassure d’ADN afin 
d’augmenter le nombre de protéines spécifiques de la RH dans la banque de peptides (DDA). A 
cet égard, nous avons essayé de détecter une protéine abondamment recrutée au niveau de la 
CDB, la protéine Rad51. 
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Figure 24: Validation de l’approche de ChIP via ANCHOR et analyse en 
spectrométrie de masse.
A: Nombre de protéines identi]ées avant et après induction de l’endonucléase HO en présence ou 
non de la séquence ANCH et/ou de la protéine OR. B: Représentation graphique du nombre de 
protéines identi]ées. Nous pouvons observer un enrichissement d’un facteur 6 du nombre de 
protéines identi]ées en présence du système ANCHOR complet. Au total 680 protéines sont identi-
]ées après induction de la cassure d’ADN double brin.  
A B
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3.2) Optimisation des conditions pour enrichir la banque de peptides 
La détection de peptides d’intérêts nécessite un enrichissement spécifique des facteurs 
de réparation dans l’extrait total. En vue de contourner cette limite, nous avons choisi 
d’augmenter le nombre de cassures d’ADN double brin dans une cellule afin d’accroître la 
détection du signal des protéines de réparation dans des extraits totaux.  
Nous avons utilisé de la zéocin qui est un glycopeptide appartenant à la famille 
d’antibiotiques appelé bleomycin. La zéocin entraîne une cassure d’ADN double brin en 
s’intercalant dans la double hélice d’ADN. Il a été estimé qu’une centaine de cassures d’ADN 
double brin par cellule est induite par une concentration de 100µg/ml chez S. cerevisiae. 
a) Induction des cassures d’ADN double brin via la zéocin  
En réalisant une cinétique d’induction de CDB à l’aide de zéocin à t=30min et t=90min, 
l’analyse des extraits (200µg/ points) m’a permis d’identifier 1053 et 986 protéines pour les 
conditions t=30min et t=90min (annexe). Pour la première fois, la protéine Rad51 a été identifiée. 
Ce bilan indique que l’induction de plusieurs CDB par cellule permet d’augmenter la quantité des 
protéines d’intérêt.  
 Malgré tout, des protéines moins abondantes sur la CDB, tel que le complexe MRX 
(Mre11/Xrs2/Rad50) n’ont probablement toujours pas pu être identifiées en raison du faible 
ratio dans l’extrait total. 
b) ChIP contre H2AS129P (H2AXS139 chez l’homme) 
Dans l’espoir d’enrichir nos échantillons en protéines impliquées dans la réparation 
d’ADN, nous avons réalisé une immunoprécipitation de l’histone H2AS129p, phosphorylée au 
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niveau de la sérine 129 car cette modification a lieu en réponse aux cassures de l’ADN et qu’elle 
s’étale sur plusieurs kilobases autour de la CDB. 
J’ai réalisé une ChIP contre la modification de l’histone H2AS129p après l’induction de 
cassures d’ADN double brin par la zéocin. Pour la sorte, il m’a fallu déterminer les meilleures 
conditions pour détecter le signal spécifique de H2AS129p en « western blot ». Au préalable, j’ai 
réalisé une cinétique d’induction de cassure d’ADN double brin après que l’ajout de zéocin ait 
été réalisé, suivie d’une ChIP contre H2AS129p sur chaque point de t=0min jusqu’à t=90min. 
Nous pouvons observer dès t=60min, l’apparition du signal spécifique de l’histone 
H2AS129p dont le poids moléculaire est de 14kDA (Figure 25A). Lors de l’induction d’une CDB, le 
signal de H2AS129p est normalement détecté à t=30min après induction de l’endonucléase HO, 
avec un maximum de signal à t=60min(Shroff et al., 2004). A l’inverse, lors d’une induction de 
CDB par zéocin, l’apparition de foci Rad52 est observé seulement au bout de t=60min (Seeber et 
al., 2013). En conséquence l’apparition du signal H2A129p à t=60min est cohérente avec la 
cinétique d’induction des cassures double brin de l’ADN par la zéocin  
Nous distinguons (Figure 25A) une large traînée (smear) au-dessus de la bande spécifique 
de H2AS129p, correspondant à la présence de l’anticorps anti H2AS129p utilisé lors de la ChIP. 
Les anticorps présents en large excès, peuvent gêner l’analyse par spectrométrie de masse. Pour 
contourner ce problème technique, nous avons choisi de mettre en place une étape d’élution 
peptidique après la ChIP contre H2AS129P.  
c) Elution peptidique de H2A129p 
Cette approche repose sur une compétition entre les épitopes identiques de la protéine 
ciblée par l’anticorps et du peptide d’élution. J’ai quantifié le signal spécifique détecté pour 
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H2AS129P (Figure 25B) et exprimé son enrichissement par rapport à 100% de l’input t=0 min 
dans l’histogramme (Figure 25C).  
Premièrement, nous constatons pour la condition t=0, une faible quantité de H2AS129p 
détectée, reflétant vraisemblablement la phosphorylation de H2AS129p sans zéocin. En 
comparaison, nous notons un enrichissement de 18 fois entre les pistes input t=0 et t=60. 
L’augmentation du signal de H2AS129p résulte donc spécifiquement de l’induction par la zéocin. 
Les pistes S1 correspondent au surnageant présent avec l’anticorps. Elles témoignent donc de 
protéines H2AS129p non retenues par l’anticorps. En effet, nous remarquons ce phénomène 
dans la condition S1 t=60, où un signal spécifique à H2AS129p est détecté avec un enrichissement 
de cinq fois par rapport au t=0 de référence. Cependant, nous percevons que sur la piste de 
l’élution t=60, la quantité de signal détecté est faible, représentant seulement 70% du signal 
obtenu pour le t=0 de référence. Ce constat témoigne d’une élution peptidique peu efficace 
contrairement aux résultats obtenus avec une élution par l’épitope FLAG. En effet, en observant 
la dernière piste t=60, nous sommes en droit de confirmer que la majorité des protéines 
H2AS129p est restée accrochée sur les anticorps adsorbés aux billes.  
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Figure 25: Immunoprécipitation de la chromatine après induction des 
cassures double-brin de l’ADN par la zéocin.
A La chromatine est immunoprécipitée à l’aide d’un anticorps anti-H2AS129P avant (t=0min) ou 60 et 90 
minutes après ajout de 100µg/ml de zéocin dans le milieu de culture. Un western blot avec l’anticorps 
anti H2AS129p permet d’observer l’apparition de H2AS129P (14kDA) dès t=60min après induction d’une 
cassure d’ADN double brin par zéocin. B  Une élution peptidique du ChIP contre H2AS129P est réalisée, 
toutes les fractions sont ensuite analysées par western blot avec l’anticorps anti H2AS129p. C Quanti]ca-
tion de l’ebcacité d’élution représentée graphiquement. Nous pouvons observer un signal H2AS129P 
très faible sur la piste 100% elution T60. La comparaison entre les signaux détectés dans les pistes 20% 
input S1 T60 et billes T60 suggère que l’élution peptidique n’est pas ebcace et que les protéines 
H2AS129P immunoprécipitées restent ]xées sur les billes.  
H2AS129P
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  Notre tentative d’essai pour optimiser l’élution peptidique du ChIP contre H2AS129p 
demeure vaine. La quantité de protéines éluées étant trop faible pour permettre la construction 
d’une banque de peptides de protéines impliquées dans la réparation de l’ADN, nous avons 
entrepris une nouvelle approche pour enrichir nos extraits protéiques en facteurs de réparation. 
 
d) Biotinylation des extrémités des cassures d’ADN et ChIP biotine/streptavidine 
Dans le cadre de la construction de notre banque de peptides, les travaux de Rafiee et al. 
2016 m’ont inspiré dans le but de récupérer l’ADN immunoprécipité par ChIP contre H2AS129p 
sans utiliser d’élution peptidique (Rafiee & Krijgsveld, 2016).  
Pour ce faire, il m’a fallu donc entreprendre une ChIP contre H2AS129p après induction 
des CDB à la zéocin, puis marquer les extrémités de l’ADN immunoprécipité avec une biotine et 
ensuite déposer les différentes fractions de la ChIP sur un Western blot révélé avec l’anticorps 
anti H2AS129p  
Nous établissons (Figure 26), pour la condition sans induction de zéocin, que le signal de 
H2AS129P est très faible. Pour la condition t=60 min après ajout de la zéocin, nous constatons 
un fort signal H2AS129p démontrant une bonne induction des cassures double-brin (piste 4). De 
même, sur la piste 5 se distingue un signal H2AS129P reflétant les protéines H2AS129P non 
retenues par l’anticorps. La piste 6 correspond à la fraction d’élution finale du ChIP H2AS129p. 
L’absence de signal dans cette piste suggère que l’ADN biotinylé a été perdu pendant les lavages 
des billes streptavidines. Pour confirmer cette hypothèse, nous avons donc déposé sur gel la 
fraction des billes couplées avec une protéine A et la fraction des billes couplées avec la 
streptavidine. 
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Figure 26: Biotinylation de l’ADN et puriEcation sur billes de streptavidine 
des complexes protéiques immunoprécipités par les anticorps anti 
H2AS129P.
Analyse par Western Blot de la ChIP anti-H2AS129P avant (piste 1, 2 , 3) ou après traitement à 100µg/ml de zéocin 
(piste 4, 5 et 6). Les billes couplées avec la protéine A ou streptavidine ont été déposées sur les piste 7, 8, 9  et 10.
1) 20% Input t0, 2) 20% S1 t0, 3) 100% Elution t0, 4) 20% Input, 5) 20% S1 t60, 6) 100% Elution t60, 7) 100% bille protA 
t0, 8) 100% bille protA t60, 9) 100% bille strep t0, 10) 100% bille strep t60.  
Nous pouvons observer que la piste 6 (100% élution) est vide, suggérant que les protéines H2AS129P ont été 
retenues dans une autre fraction ou perdues lors des lavages. 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Nous relevons sur la piste 8 que le signal H2AS129P est faible, supposant que les protéines 
H2AS129p ont été efficacement décrochées des billes couplées à la protéine A lors d’une 
incubation avec un tampon 0.1% SDS. La piste 10 correspond aux billes couplées avec la 
streptavidine. Nous identifions un signal faible H2AS129P laissant penser que les protéines 
H2AS129P ont été perdues lors des lavages des billes couplées avec la streptavidine. Pour 
confirmer cela, j’ai précipité et déposé sur gel les fractions de lavages des billes couplées à la 
Streptavidine (données non montrées). Les résultats obtenus confirment que les protéines 
H2AS129p ont été perdues dans le surnageant dès le premier lavage. Il semblerait qu’une des 
étapes, permettant de retenir l’ADN sur les billes couplées à la streptavidine, n’ait pas fonctionné 
correctement.  
e) Test biotinylation ADN 
J’ai testé la biotinylation de l’ADN sur un produit PCR d’environ 1800 pb. Comme 
précédemment, j’ai incubé avec ou sans biotine ddUTP et TdT le produit PCR puis réalisé une 
purification sur les billes couplées à la streptavidine. J’ai ensuite déposé l’élution sur un gel 
d’agarose puis révélé par coloration BET et exposition aux UVs la présence d’ADN.  
Nous observons (Figure 27A) que, dans la condition avec biotine et TdT, nous avons très peu de 
produit PCR dans l’élution. A contrario, dans la condition sans biotine ddUTP et avec TdT, nous 
remarquons que la quantité de produit PCR dans la fraction élution est similaire à la condition précédente. 
Ces résultats laissent à croire que l’étape de biotinylation de l’ADN n’est pas optimale. Nous avons 
également réalisé une expérience pour tester la capture d’un ADN, déjà biotinylé, sur les billes couplées 
à la streptavidine. Pour cela, j’ai utilisé des oligos biotinylés pour réaliser une PCR, le produit obtenu étant 
un ADN double brin biotinylé. Cette technique permet d’éviter l’étape d’ajout d’une biotine en 3’ comme 
précédemment.  
BŝŽƟn + -
Streptavidin beads + +
1 2 3 4 5 6
1 2 3
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B
Figure 27: Test de puriEcation de fragments de PCR par chromatographie 
d’aFnité.
A:  Fragments de PCR incubés avec la TdT en présence ou absence de dUTP biotin. Les pistes correspondent à : 
1) 20% input, 2) 20% S1, 3) 100% Elution, 4) 20% input, 5) 20% S1, 6) 100% Elution.
La ]xation des produits PCR après incorporation de Biotin-dUMP par la TdT est très peu ebcace, comme le 
montre la comparaison des pistes 1 et 2 similaires à l’adsorption non-spéci]que de l’ADn sur les billes de strep-
tavidin (comparer les piste 3 et 6)
B: Fixation d’ADN biotinylé sur billes streptavidin 
1.Produit PCR biotinylé ; 2. Surnageant des billes streptavidine ; 3. Elution du brin non biotinylé par 0.1M NaOH  
Les produits d’ampli]cation par PCR en présence d’une amorce biotinylée sont incubés pendant 3h à tempéra-
ture ambiante avec des billes streptavidine (Streptavidin Magnetic Beads, New England Biolabs). Le surnageant 
est récupéré et le brin non biotinylé est élué par dénaturation alcaline.
+
+
+
+
-
+
-
+
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J’ai incubé cette ADN biotinylé avec les billes couplées à la streptavidine. Nous analysons 
(Figure 27B) que l’ADN est capturé par les billes couplées à la streptavidine : nous confirmons 
donc que la capture de la biotine par la streptavidine est efficace. En revanche, nous ne pouvons 
pas conclure concernant la capture de notre ADN immunoprécipité marqué par la TdT et la 
biotine ddUTP. En effet, il semblerait que les étapes de biotinylation et de capture par la 
streptavidine ne sont pas optimales dans un contexte de ChIP.  
Dans le cadre de ma thèse, nous avons décidé de délaisser l’optimisation de cette 
technique par manque de temps. Toutefois, il serait intéressant d’améliorer les conditions de 
biotinylation en augmentant le temps d’incubation ainsi que la concentration de TdT et de biotine 
ddUTP. De la même manière, il serait profitable de tester différentes concentrations d’ADN 
marqués ainsi que différents temps d’incubation en présence des billes couplées à la 
streptavidine.  
 
Je n’ai pas réussi à purifier les échantillons dans le contexte d’une ChIP contre H2AS129p 
pour une analyse par spectrométrie de masse quantitative valide. Cette contrainte technique 
m’a réorienté vers l’utilisation du système ANCHOR-Flag dans lequel l’étape d’élution est 
maîtrisée. Seulement, dans ce système, nous ne sommes jamais parvenus à obtenir un ratio de 
protéines d’intérêt satisfaisant. Pour l’augmenter, nous avons essayé de purifier des noyaux de 
levures afin d’éliminer un maximum de protéines non impliquées dans la réparation de l’ADN, 
qui sont détectées en large excès lors de nos analyses précédentes par spectrométrie de masse. 
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Figure 28: Solubilisation de la chromatine avant réalisation d’une ChIP.
A: Région voisine du locus MAT où les sites HindIII ou DpnII sont indiqués. Nous obtenons des fragments 
de 3 et 2.2 kb pour la condition HindIII. Nous obtenons des fragments de 500pb en moyenne avec la 
digestion DpnII. 
B: Gel agarose sur lequel de la chromatine solubilisée par di`érentes techniques a été déposé. Nous pou-
vons observer que chaque condition donne un pro]l di`érent. Nous avons choisi d’utiliser la condition 
DpnII pour la suite de nos expériences. 
A
B
 
 
165 
 
4) Fractionnement cellulaire pour la ChIP sur le système ANCHOR-FLAG 
La purification des noyaux est une étape qui permet de diminuer la quantité de protéines 
cytoplasmiques dans nos échantillons afin d’augmenter la spécificité de notre analyse par 
spectrométrie de masse. 
Après fractionnement des noyaux et solubilisation de la chromatine, nous pouvons 
observer (Figure 28 A) que la digestion du locus ANCH par DpnII génère des fragments d’environ 
500 pb, ce qui est compatible avec une approche de ChIP.  
J’ai réalisé une ChIP sur la fraction chromatine solubilisée et sur la fraction SN noyau. Nous 
relevons une efficacité d’immunoprécipitation égale à 0.6% dans la fraction « chromatine 
solubilisée » et 4.5% dans la fraction « SN noyau » (Figure 28B). On peut alors pressentir que la 
purification des noyaux conduit à une efficacité de ChIP plus faible (15% sans fractionnement). 
De plus, l’analyse de ces échantillons en spectrométrie de masse n’a pas validé l’identification de 
protéines d’intérêt dans l’échantillon trop faiblement concentré. 
En conclusion, l’enrichissement des protéines impliquées dans la réparation de l’ADN, 
pour l’analyse en spectrométrie de masse, reste difficile avec une approche de purification des 
noyaux. En effet, la pureté acquise avec cette approche est contrebalancée avec une quantité de 
protéines finale trop faible pour la construction d’une banque de peptides. De plus, l’efficacité 
de ChIP du système ANCHOR-Flag, dans ces conditions expérimentales, s’est vue fortement 
diminuée, contribuant sûrement à une quantité de protéines co-immunoprécipitées insuffisante 
pour notre approche.  
  
 
 
166 
 
5) ChIP via une résine αFLAG sur le système ANCHOR-FLAG  
Dans l’intention d’enrichir nos échantillons en protéines de réparation pour l’analyse en 
spectrométrie de masse, j’ai augmenté la quantité de matériel initial lors de cette expérience. 
Après une ChIP contre ANCHOR3-FLAG, proche du locus MAT, j’ai fractionné le gel 
acrylamide en 10 afin d’augmenter la résolution de l’analyse en spectrométrie de masse de 
l’échantillon. Par cette approche, j’ai réussi à identifier 2500 protéines différentes, avec, parmi 
elles, de nombreuses protéines impliquées dans la réparation de l’ADN (annexe) (Figure 29). De 
manière concrète, j’ai observé, pour la première fois, les protéines Xrs2 et Rad50 appartenant au 
complexe MRX. En revanche, la troisième protéine du complexe Mre11 n’a pu être identifiée. Il 
s’avère donc que, malgré une stœchiométrie apparente de ces trois protéines, certaines d’entre 
elles ne sont pas discernées avec la même efficacité. Il est important de soulever que ces trois 
protéines possèdent des poids moléculaires différents, avec Mre11 (77.6 kDA), Xrs2 (9.6 kDA) et 
Rad 50 (15.2 kDA), et se retrouvent dans des fractions différentes. L’absence de Mre11, dans 
notre analyse, s’explique peut-être par sa faible abondance dans la fraction où elle a été purifiée, 
en comparaison des protéines totales. 
 
 Les résultats préliminaires reflètent que l’utilisation d’une grande quantité de chromatine 
pour la construction de la banque est prometteuse. De plus, nous avons pu également remarquer 
qu’il est possible d’injecter un nombre plus important de matériel dans le spectromètre de 
masse. Ainsi, nous avons entrepris d’étoffer la banque de peptides en augmentant la quantité de 
chromatine utilisée initialement. A l’heure actuelle, nous terminons la construction de la banque 
de peptides spécifiques à la réparation de l’ADN.  
2474 59
Total idenƟĮĞĚ proteins
Total protein involved in DNA 
repair
304
IdenƟĮĞĚ proteins involved in 
DNA repair
Figure 29: Diagramme de Venn représentant le nombre de protéines identiEées par spectromé-
trie de masse au total (en bleu), parmi lesquelles 59 (bleu/vert) sont impliquées dans un méca-
nisme de réparation.
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III) Developpement d’un outil d’étiquetage de l’ADN in vivo sans 
modification du génome. 
1) Combinaison des systèmes TALEs et dCas9 avec les protéines OR 
1.1) Combinaison du système TALE avec les protéines OR  
Dans la perspective de créer un nouvel outil de visualisation de l’ADN non invasif 
inexistant à ce jour, nous avons entrepris de fusionner trois protéines : OR, un fluorophore et le 
domaine de fixation de la protéine TALE. Dans ce cadre, j’ai procédé à plusieurs expériences 
visant à cibler un locus précis et à observer la formation d’un focus net dans une cellule.  
a) Création d’une collection TALE-OR-GFP 
Les différents plasmides testés sont présentés dans le (Tableau 1). Parmi toutes ces 
constructions, aucune n’a obtenu un focus net dans le noyau. Par ailleurs, il est apparu plusieurs 
foci présents également dans une souche de levure ne possédant pas de gène URA. J’en ai conclu 
que ces foci correspondaient à la formation d’agrégats dans les cellules et émis l’hypothèse qu’un 
seul TALE ne suffirait pas pour initier la nucléation des protéines OR. C’est pourquoi, j’ai créé un 
TALE permettant de cibler les séquences répétées du système FROS LambdaO/cI (64 répétitions) 
(Figure 30) et pointé, dans ce contexte, la formation d’un focus net. Cette étape est 
encourageante mais ne permet pas d’affirmer si l’apparition d’un focus est due seulement à la 
fixation d’une molécule GFP-OR-TALE sur chaque répétition lambdaO ou si la nucléation et 
l’étalement nécessitent plusieurs TALEs.  
  
MAT
CEN a or ɲ
64 ʄo
parB
TAGTCGAGTATCACCGCCAGT
parB
GFP
Tale ʄ
2 µm
Figure 30 : Système TALE-OR ciblant spéciEquement 64 répétitions lambdaO insérées proches du 
locus MAT.
Une séquence opératrice lambdaO est insérée proche du locus MAT. A]n de cibler cette séquence, un 
système bipartite a été utilisé. La première partie est constituée d’une protéine TALE-lambda fusionnée 
avec une protéine parB. La seconde partie est une protéine parB fusionnée avec une protéine GFP. On 
observe la formation d’un focus de GFP dans le noyau des cellules, ce qui correspond à l’accumulation de 
protéines parB-GFP au niveau du locus MAT via l’interaction entre les protéines TALE-lambda-parB et les 
protéines parB-GFP. 
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J’ai également testé l’ajout d’une séquence NLS en C-terminal de notre construction. En 
effet, la protéine GFP-OR-TALE possède en théorie un poids moléculaire aux alentours des 
150kDa. Cette construction m’a permis d’observer une fluorescence plus uniforme dans le noyau, 
mais aucun focus net.  
Enfin, j’ai expérimenté l’agencement inverse entre la protéine OR-FP et la partie TALE, 
mais en vain, aucune différence n’est apparue par rapport aux autres constructions. Ce dernier 
point est important, car, pour certains systèmes ANCHOR, la position du fluorochrome est 
importante pour la formation de focus. 
1.2) Optimisation du système TALE-OR bipartite 
La protéine tripartite de 150kDa pourrait altérer la formation de dimères OR-FP. J’ai 
décidé de construire un système bipartite composé d’une part du domaine N-terminal de 
multimérisation de la protéine OR fusionnée avec un TALE (ORNter-TALE) et d’autre part d’une 
protéine OR-FP similaire à celle des systèmes ANCHOR. Ainsi, dans ce système bipartite, la 
protéine ORNter-TALE peut cibler l’ADN et recruter des dimères OR-FP. Néanmoins, la formation 
de foci n’a pu être observée avec ce système bipartite.  
 Ces conclusions négatives donnent à penser que les protéines OR requièrent la fixation 
sur la séquence parS pour former un foyer de fluorescence. Comme nous avons pu l’évoquer 
précédemment, le changement de conformation potentiel, lors de sa fixation sur son site 
spécifique, pourrait être nécessaire pour la fonction d’étalement sur l’ADN. 
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1.3) Combinaison du système dCas9 avec les protéines OR 
De manière similaire, à l’approche entreprise avec le système TALE, j’ai essayé de mettre 
au point un système de visualisation basé sur la combinaison des protéines dCas9 et OR, en 
utilisant un ARN guide complémentaire à la séquence du gène URA3.  
Dans ce système, plusieurs plasmides sont simultanément transformés afin de produire 
l’ARN guide et exprimer soit la protéine dCas9-OR-mCh seule ou les protéines dCas9-OR et OR-
mCh dans le système bipartite.  
1.4) Résultats de la combinaison du système dCas9 avec la protéine OR3 
Les deux systèmes simples et bipartites dCas9-OR3 n’ont pas permis d’observer de foyers de 
fluorescence dans une cellule de levure ayant un gène URA3. De manière similaire, au système 
TALE, nous ne pouvons pas déterminer la raison de ces résultats négatifs. Là encore, l’absence 
d’étalement des protéines OR3-mCh pourrait s’expliquer par la nécessité des protéines OR3 de 
se fixer sur une séquence parS pour changer de conformation et être compétente pour 
l’étalement.  
2) Caractérisation de l’étalement de la protéine OR : SopB F et N15 
2.1) Fusion de la protéine SopBF/N15 
Dans le cadre du développement d’un nouvel outil d’étiquetage de l’ADN, nous avons choisi 
de caractériser les propriétés d’étalement d‘une protéine hybride SopBF/N15, issue des systèmes 
de partitions du plasmide F et du prophage N15 chez la bactérie E. coli. La protéine hybride est 
composée d’une partie N-terminale provenant de la protéine SopB du plasmide F tandis que la 
partie C-terminale est issue de la protéine SopB du prophage plasmidique N15 contenant le motif 
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de fixation HTH sur le site sopC N15 appelé également IR3 dans la littérature (Ravin et al., 2000). 
A noter que le prophage N15 est un bactériophage qui se propage sous forme plasmidique d’une 
bactérie à l’autre et porte un système de partition sopABC homologue à celui de F qui est 
nécessaire à sa stabilité. (Ravin et al, 2000 et Ravin et al 2003). La protéine SopB N15 sauvage 
agit comme un corépresseur aidant la protéine SopA à se fixer sur les sites opérateurs du 
promoteur de l’opéron sopAB. Il est démontré que la protéine hybride SopBF/N15 remplit 
également le rôle de corépresseur (Ravin et al 2003). La protéine hybride SopBF/N15 serait donc 
susceptible d’assurer des fonctions de base de la protéine SopB N15 sauvage. Cependant, la 
protéine hybride, SopBF/N15 est inapte à réaliser l’étalement en présence de son site sopC (IR3). 
De ce fait, l’hybride SopBF/N15 est incapable de former un foyer de fluorescence si elle est couplée 
à un fluorophore ou d’inhiber l’expression d’un gène voisin en présence d’un site sopC (IR3). La 
partie N-terminale de la protéine SopB est impliquée dans la multimérisation de plusieurs 
dimères SopB. Nous avons donc essayé de restaurer cette fonction en isolant une protéine 
capable de multimériser à nouveau.  
2.2) Restauration des propriétés d’étalement sur la chromatine de SopBF/N15 
Ainsi, j’ai entrepris une mutagénèse aléatoire sur la partie N-terminale de l’hybride SopBF/N15 afin 
de restaurer la fonction d’étalement sur la chromatine. Pour sélectionner les mutations capables 
de restaurer cette fonction, un crible génétique m’a été nécessaire et m’a permis in fine de 
sélectionner trois mutants différents capables de s’étaler sur la chromatine. 
J’ai par la suite fusionné les protéines hybrides SopBF/N15 mutantes avec une protéine mCh ou 
GFP afin de tester leur capacité à former un foyer de fluorescence en présence d’un site sopC 
(IR3). Ces expériences de microscopie à fluorescence ont été réalisées chez une bactérie 
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possédant un plasmide avec un site sopC (IR3) et de manière identique chez la levure dans 
laquelle a été intégré dans le génome un site sopC (IR3).  
Les résultats préliminaires sont encourageants puisque nous avons notifié la formation de foci 
SopBF/N15 mutants chez la bactérie en présence de site de fixation sopC (IR3). Concernant les 
expériences chez la levure, nous avons testé les protéines SopBF/N15 mutantes en présence d’un 
seul ou quatre sites sopC (IR3).  
Les résultats, concernant une seule insertion du site SopC (IR3), indiquent que le ratio signal 
sur le bruit de fonds est insuffisant pour observer la formation d’un foyer de fluorescence net. 
En revanche, l’intégration de quatre sites sopC (IR3) permet d’améliorer le rapport signal/bruit 
et de distinguer un foyer de fluorescence par cellule (Fig 31). Ce résultat m’a encouragé dans la 
mise au point d’un nouveau système ANCHOR. Ce dernier, nommé ANCHOR5, possède une taille 
inférieure à 200pb pour la séquence ANCH5 et permet la visualisation d’un foyer net dans une 
cellule grâce à l’utilisation de la protéine hybride mutante SopBF/N15.  
Ce nouveau système ANCHOR vient enrichir la panoplie d’outils moléculaires pour l’étude in 
vivo de la position de loci. De plus, la spécificité de chaque système ANCHOR autorise l’utilisation 
simultanée de ces derniers dans une même cellule pour étudier l’interaction entre différents loci 
marqués. 
Il serait intéressant de tester la combinaison du système ANCHOR5 optimisé avec une dCas9 
afin de potentiellement permettre la mise au point d’un outil non invasif, tels que ceux que j’ai 
essayé de mettre au point lors de ma thèse. 
 
  
Figure 31: Visualisation de la formation d’un foyer de Duorescence avec le 
système ANCHOR5 
A: Organisation des sites IR3 (4x)
B: Observation d’un foyer de ^uorescence avec la protéine SopBFn15mut6-mch sur la séquence sopC 
(4x IR3), obtenue par microscopie à ^uorescence 
Dimérisation
de SopBN15 
Liaison à 
l’ADN 
SopBN15 
Oligomérisation
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Linker
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1) Culture cellulaire et souches de levures 
Les souches de Saccharomyces cerevisiae utilisées dans cette étude sont dérivées de la souche W303 
(leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15) qui partage plus de 85 % de son génome avec la 
souche S288C (MATa, his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0). Les principes de culture cellulaire et de 
manipulation génétique, tels que les tests de complémentation utilisés pour la levure Saccharomyces 
cerevisiae, sont issus des protocoles écrits par Rose (Rose et al, 1990). La culture cellulaire se fait sur les 
milieux Yeast extract, Peptone, Dextrose (YPD) solide ou liquide à 30°C. (Yeast extract 10 g/l, Bacto 
Peptone 20g/l, D-Glucose 20g/l d’eau distillée). 
1.1) W303ΔURA3 
La souche W303ΔURA3 a été obtenue à partir d’une souche W303 dont le phénotype (ura3-1) a 
été reversé par une sélection de mutants étant capables de se développer sur un milieu sans 
uracile URA3+. La souche W303 URA3+ a ensuite été croisée avec la souche BY641a (MATa his3Δ1 
leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0) sur milieu YPD agar pendant 6h à 30°C. Les diploïdes ont été 
sélectionnés selon leurs marqueurs associés (URA3). Les diploïdes ont été placés sur milieu pré-
sporulation GNA 3 jours à 30°C puis 10 jours à 30°C sur milieu sporulation. Les tétrades obtenues 
ont été séparées sur YPD, après 3 jours à 30°C. Le génotype des spores, formant des colonies, a 
été identifié après réplication sur un milieu de sélection 5-FOA. 
1.2) Souches FROS 
Les plasmides utilisés pour intégrer les opérateurs Tet, Lac et lambda pour exprimer l'expression 
de TetR-mRFP, GFP-lacI et YFP-lambdaI ainsi que les protéines de fusion répressives respectives 
sont décrits dans Lassadi et al., 2015. Toutes les intégrations ont été vérifiées par PCR de colonie. 
La PCR a généré un unique point fluorescent dans toutes les cellules imagées. Les fragments 
génomiques amplifiés par PCR, grâce aux coordonnées SGD indiquées, ont été utilisés pour cibler 
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des loci génomiques spécifiques pour l'insertion des répétitions de l'opérateur : ChrIII:26,969-
27,433 (recombinaison enhancer), ChrIII:115,899-116,396 (Cen), 15160 kb à 15773 kb pour HML 
(tetO), 294898 kb à 15773 kb 295245 kb pour HMR (lacO), 197197-197310 kb pour MAT 
(lambdaO). Le recombination enhancer (RE) a été remplacé par une séquence KanMX après 
amplification par PCR du gène KAN avec les oligos RE del Fw et RE del Rv, tranformation puis 
sélection sur milieu YDP KAN. 
1.3) ANCHOR 
Un brevet étant déposé (Patent n° : PCT/EP2012/055258. WO/2012/127047. 2012), la 
distribution des systèmes ANCHOR est sous licence exclusive de Neovirtech.com. Le système 
ANCHOR1 est dérivé de la bactérie Burkholderia cenocepacia (J2315 chr2). Il est composé de 
quatre sites de nucléation parS répartis sur 1000pb (Figure 32). Le second système ANCHOR3, 
est sous secret professionnel de l’entrepise Neovirtech.  
La souche ySA32 est dérivée de la souche W303ΔUR3 dans laquelle le plasmide pJH727 (GAL::HO) 
a été integré, puis sélectionné sur milieu sans leucine. La séquence ANCH3 a été insérée au niveau 
du locus MAT par recombinaison homologue dans le gène URA3 auparavant. Le gene URA3 a été 
amplifié par PCR avec les oligos ya_URA3_fw et ya_URA3_Rv. Le produit PCR a été transformé 
dans la souche W303ΔUR3 (GAL::HO). Les clones positifs ont éte sélectionnés sur milieu sans 
uracile. La séquence ANCH3 a été amplifiée par PCR à partir du plasmide 8 pcDNA5 FRT ANCH3 
avec les oligos Ya_A3_Fw et Ya_A3_Rv. Le produit PCR a été transformé dans la souche 
W303ΔUR3 (GAL::HO), MATa::ura3. Les clones positifs ont été sélectionnés par réplique sur 
milieux 5-FOA. 
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2) Acquisition et analyse d’image en microscopie à fluorescence  
2.1) Préparation des échantillons 
Lors de l’acquisition d'images de cellule vivante en microscopie à fluorescence, les cultures 
portant deux ou trois couleurs en FROS ont été cultivées de façon exponentielle dans YPD à 
OD600 nm< = 0,4 (~1×107 cellules/ml), et rincées en milieu synthétique complet avant l'imagerie. 
La microscopie a été réalisée à 25°C. Les cellules ont été étalées sur des lames de microscopie 
concave remplies avec 3% d'agarose complémenté d’un milieu synthétique. 
2.2) Système d’acquisition  
L'acquisition et l'analyse d'images sont similaires aux travaux de Lassadi et al., 2015. Un 
microscope à épifluorescence Olympus IX81 équipé d'une lentille d'objectif x100 (huile UPlan 
SApo 1.4), d’un système d'éclairage SpectraX (Lumencore©) et d’un CMOS (Hamamatsu© ORCA-
Flash 4.0) a été utilisé.  
2.3) Paramètres et correctifs pour l'acquisition  
L’analyse des distances des trois loci HML /TetO, MAT /LambdaO et HMR/LacO ou RE/TetO 
et CEN/LacO est réalisée sur des cellules en phase G1. Dans une population asynchrone, environ 
30% des cellules sont en phase de cycle cellulaire.  
Lors des acquisitions, j’ai effectué des temps d'exposition de 300 ms pour le CFP et 200ms 
pour mRFP et YFP. Des acquisitions en Z ont été obtenues et réunissent 21 images avec un pas 
de 0,2 µm. Les différents canaux (2 ou 3) ont été alignés en utilisant des billes TetraSpec comme 
référence dans le but de corriger l'alignement axial (translation Z) ainsi que la déformation du 
champ (X et Y) à l’aide du programme UnwarpJ (décrit dans Sanchez Sorzano et al. 2005) et d’un 
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plugin ImageJ. Les fichiers résultant ont été directement traités par une macro écrit dans le 
logiciel ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/) pour détecter les foyers dans les noyaux. Les noyaux 
sont automatiquement sélectionnés à partir du canal rouge ou le signal délimite l’aire du noyau. 
Pour segmenter les noyaux, nous appliquons en premier lieu deux filtres successifs basés sur la 
taille minimum et maximum (rayon7) du noyau pour éliminer les cellules atypiques. Dans un 
deuxième temps, nous détectons les noyaux avec la méthode de Yen ou du seuillage triangulaire. 
Pour chaque noyau (n>1000), les foyers sont automatiquement détectés dans les 2 ou 3 
canaux (CFP, YFP et mRFP). Pour chaque canal, nous appliquons un filtre Top Hat (rayon 6), suivi 
d'une binarisation par la méthode du seuil de Yen et d'une détection de points en trois 
dimensions à l'aide du Plugin 3D-Object-Counter (Bolte and Cordelières, 2006). Pour chaque 
foyer, on peut calculer les coordonnées X, Y et Z (centre géométrique de la zone du focus) pour 
déterminer les distances 3D à l'aide du plug-in SpotDistance implémenté dans ImageJ 
(http://bigwww.epfl.ch/spotdistance). (Bolte et Cordelieres, 2006 ;Sorzano et al. 2005). 
Afin de pouvoir corréler les distances obtenues par l’approche en microscopie à fluorescence 
avec les fréquences d'interaction Hi-C et 5C, nous avons considéré que deux foci co-localisaient 
lorsque la distance les séparant était inférieure à 250nm. Cette théorie s’explique car l'insertion 
des séquences FROS rajoute jusqu'à 100 nm entre les loci d’intérêts. Le nombre de cellules, où 
les deux ou trois loci sont parfaitement co-localisés, est restreint. Lorsque nous incluons les 
cellules dans lesquelles les loci sont proches (jusqu'à 250 nm), nous gagnons en puissance 
statistique. 
Pour les analyses Hi-C et 5C, les distances d’interaction entre loci sont relativement grandes 
(4Kb). Cela s’explique par des contacts Hi-C / 5C pouvant être espacés jusqu'à 100-250 nm 
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lorsque la distance entre leurs centroïdes est prise en compte. Ces critères d’analyse de distance 
ont été utilisés dans les travaux de Naumova et al. 2013 ainsi que Miele et al. 2009. 
2.4) Analyse statistique 
Dans le cadre de l’analyse statistique, visant à identifier le pourcentage de co-localisation 
entre deux loci, l'hypothèse que les distances sont tirées de la même distribution a été émise. 
Ainsi la différence en pourcentage de co-localisation est utilisée comme un test statistique. A cet 
effet, lors du test, deux jeux d’images aléatoires acquises sur une même souche sont regroupés 
puis partitionnés en deux groupes avec le même nombre de distances que les échantillons 
d'entrée. La différence en pourcentage de juxtaposition spatiale proche (distances <= 250nm) 
entre chacun des échantillons aléatoires est ensuite calculée. Ce processus est répété 10 000 fois. 
La différence en pourcentage de co-localisation est calculée puis comparée à la distribution des 
différences générées au hasard. La valeur résultante est ensuite corrigée pour les essais multiples 
à l'aide de la méthode de Bonferroni.  
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Figure 32: Le systeme ANCHOR couplé avec la GFP permet d’observer un 
foyer unique en miscroscopie à  Duorescence  dans une cellule vivante. 
A Organisation d’une protéine ParB / OR-FP. La partie N-ter est composée d’un domaine d’interactions avec 
d’autres dimères ParB / OR-FP. La partie centrale renferme un domaine de ]xation à l’ADN et la partie C-ter 
contient le domaine de dimérisation entre deux monomères ParB /OR-FP. B La séquence ANCH est composée 
de plusieurs sites parS représentés en turquoise, les dimères OR-GFP se ]xent spéci]quement sur le site 
ANCH puis s’étalent en cis sur environ 2kb. C L’accumulation de protéines OR-GFP permet l’observation d’un 
focus net, ici dans une levure. 
Saad et al., Plos genetics 2014
Germier et al., Methods 2018
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3) Induction des cassures double brin de l’ADN 
3.1) Induction cassure par HO 
L’endonucléase HO est sous contrôle d’un promoteur galactose (pJH727). Les cellules sont 
cultivées dans 2% de raffinose final, puis l’induction est ensuite réalisée avec l’ajout de 2% de 
galactose final. 
 
3.2) Induction de cassure par zeocin 
L’ajout de 100µg/ml de zéocin pendant une heure au milieu de cultures est suffisant pour 
entraîner un arrêt du cycle cellulaire et l’apparition de foyer Rad52YFP. 
 
4) Analyse par PCR et qPCR 
L’efficacité de coupure est analysée par qPCR ou PCR. L’utilisation d’amorces spécifiques 
aux séquences, de part et d’autre du site de restriction HO (Ya HO Fw, HO left Rv), permet de 
déterminer si une coupure double brin survient ainsi que l’absence d’amplification relatant 
l’interruption de séquence intègre. Afin de déterminer la quantité d’ADN extraite dans chaque 
expérience, j’ai adopté un locus non clivé en référence (ARG2). Le ratio de l’amplification du site 
HO, sur le locus non clivé, permet d’estimer le pourcentage de coupure dans une population. En 
contrepartie, il est intéressant de noter que les résultats en qPCR sont difficilement exploitables. 
Effectivement, le produit d’amplification doit être supérieur à 100pb pour permettre 
l’amplification de l’allèle MATa ou MATα, ce qui diminue l’efficacité d’amplification au cours des 
cycles de qPCR. 
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5) ChIP ANCH3 et H2AS129p 
Une cinétique d’induction de cassure d’ADN double brin est réalisée après l’ajout de 
galatose ou de zéocin. Les cultures ont été fixées avec l’ajout de formaldéhyde (1% final) pendant 
10 minutes à 30 degrés sous agitation. La fixation a été stoppée avec l’ajout de glycine (125mM 
final). Les cellules ont été précipitées 5 minutes à 5000 rpm, puis le culot à été rincé deux fois 
avec du PBS froid avant d’être resuspendu dans du TBS 1X (Tris 10mM pH 7.5). Les cellules ont 
été lysées avec 500 µL tampon de lyse (50mM HEPES pH7.5, 140mM NaCl, 1mM EDTA, 1% Triton 
X-100, 0.1% NA-deoxycholate, 1mM PMSF) et 500 µL de billes en verre dans un agitateur 
(Precellys 24 Bertin) jusqu’à atteindre 70% de lyse. Le lysat est centrifugé 2 minutes à 14000 rpm 
à 4°C, puis la chromatine est soniquée à l’aide d’un bioruptor (Diagetone bioruptor 3) durant 30 
secondes avec 60 secondes de pauses pendant treize cycles. Le lysat est centrifugé 30 minutes à 
14000 rpm à 4°C, puis une ChIP est réalisée sur le surnageant. 
Lors de la ChIP dirigée contre la protéine H2AS129p, 10µg/ml d’anticorps dédié de chez 
Abcam (ab15083) ont été incubé avec 100 µg de chromatine sur la nuit à 4°C. Par la suite, 30 µg 
de billes magnétiques couplées avec des protéines A (dyneabeads protéine A Thermofisher 
#1001D) ont été incubées 2h avec la chromatine. Enfin, cinq lavages ont été réalisés avec du 
tampon de lyse et des concentrations croissantes de NaCl de 140 à 500mM. Les échantillons ont 
été repris dans 50µ de TE (Tris 50mM, 1mM EDTA) puis élués dans du tampon d'élution 4X (200 
mM Tris HCl pH 6,8, 40 % glycérol, 8 % SDS, 8 % β-mercaptoéthanol, 0,04 % bleu de bromophénol) 
en chauffant à 95 °C pendant cinq minutes. Dix microlitres d’échantillons ont été déposés sur un 
gel acrylamide 1D. Le Western blot a été révélé avec l’anticorps anti H2AS129p.  
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6) Elution peptidique H2AS129p 
Nous avons fait synthétiser le peptide utilisé pour induire la production d’anticorps anti 
H2AS129P: H-CKATKA (pS)QEL-OH (5mg 70% pure de chez Schafer-N). Une solution stock de 
5mg/ml avec un tampon TBS (50mM TRIS-HCL, pH7.4, 150mM NaCl) est préparée puis une 
solution de travail à 100µg/ml est utilisée pour l’élution. Une concentration croissance de peptide 
est utilisée pour l’élution.  
 
7) Biotinylation des extrémités de la CDB 
Le marquage est réalisé à l’aide de la « Terminal désoxyribonucléotide Transferase » (TdT) 
qui ajoute un analogue de l’uracile biotinylé (biotine ddUTP) en 3’ de l’ADN. Après une lyse des 
cellules (selon Tobias von der Haar et al., 2007) et une extraction par phénol chloroforme de 
l’ADN, nous avons quantifié la concentration de l’ADN purifié afin de déterminer la quantité de 
TdT à utiliser. Par la suite, nous avons suivi les recommandations données par thermo 
scientifique (Pub. No. MAN0013724) pour la biotinylation de l’ADN dans nos extraits totaux.  
Afin d’isoler l’ADN biotinylé des lysats cellulaires, nous incubons ensemble 200 μl de lysat 
cellulaire à 0,5 mg/ml et 20 μl de Dynabeads MyOne Streptavidin C1 (Invitrogen) sur une roue 
durant une nuit à 4 °C. Les billes sont lavées avec le tampon de lyse cellulaire (2 % SDS dans 50 
mM Tris HCl pH 7,4). Dans ce cadre, l’ADN biotinylé retenu sur la colonne de streptavidine permet 
d’éliminer l’anticorps H2AS129P et les protéines non fixées sur l’ADN par lavages stringents 
successifs de l’échantillon. Les ADN biotinylés et les protéines fixées sont élués avec 80 μl de 4 x 
tampon d'élution (200 mM Tris HCl pH 6,8, 40 % glycérol, 8 % SDS, 8 % β-mercaptoéthanol, 0,04 
% bleu de bromophénol) en chauffant à 95 °C pendant cinq minutes. 
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8) Fractionnement cellulaire 
Nous avons isolé les noyaux après l’induction d’une CBD par l’endonucléase HO (Mario 
Niepel et al., 2017). L’isolement des noyaux débute par la digestion de la paroi cellulaire de la 
levure composée majoritairement de chitine. A cet effet, nous utilisons l’enzyme zymolyase qui 
dégrade les longues chaînes de N-acétylglucosamine au niveau de la liaison du β-1,4 glucane. Les 
cellules sont incubées à 30°C (1Msorbitol, 50mM TRIS-HCL pH 7.5, 10mM MgCl2, YPD) jusqu’à 
l’apparition d’un taux de sphéroplastes satisfaisant (80%). Les sphéroplastes sont des cellules 
dont la paroi a été totalement digérée. Ils sont de forme sphérique, sensibles aux détergents et 
aux chocs osmotiques. Ils sont donc repris dans un milieu de culture YPD 1M sorbitol, puis 
centrifugés 4000 RPM durant cinq minutes à 4°C. La membrane cytoplasmique et l’enveloppe 
nucléaire sont perméabilisées à l’aide d’un tampon de lyse (50mM Tris Hcl pH , 10mM EDTA pH8). 
Par la suite, nous réalisons un choc osmotique à l’aide d’une forte concentration en sels (TRIS-
HCL pH 7.5, 200mM NaCl) avec pour ambition de récupérer les noyaux et d’éliminer le reste de 
la membrane plasmique. D’après les recommandations de la littérature (Ide & Dejardin, 2015), 
nous avons solubilisé la chromatine avec l’enzyme de restriction DpnII pendant trois heures à 
37°C.  
A l’issue de cette étape, le surnageant est récupéré (Fraction soluble) et le culot est 
resuspendu dans le tampon N (25mM K2S04, 30mM HEPES pH7.6, 5mM MgSo4, 1mM EDTA, 10% 
Gylcerol, 0.5% NP40, 7.2mM Spermidine Hexahydrate, 3mM DTT, 1X inhibieur de protéase), puis 
soumis à une lyse mécanique (potter 5 aller-retour). Le surnageant obtenu après centrifugation 
à 6000 RPM durant vingt-cinq minutes à 4°C est à son tour récupéré (fraction SN noyaux). 
Après cette étape, j’ai constaté que plusieurs noyaux restaient entiers. Afin de récupérer 
un maximum de matériel, j’ai repris les débris cellulaires et les noyaux entiers pour réaliser une 
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lyse mécanique. Les débris sont ensuite éliminés par centrifugation et le surnageant est récupéré. 
Nous avons obtenu deux fractions différentes ; l’une issue de la solubilisation de la chromatine 
par DpnII (Figure 27 B) et l’autre par la lyse mécanique (fraction SN noyau).  
9) Construction des plasmides TALEs 
Le TALE URA3M nous a été fourni par Bing Yang (NAR39 6315-6325). La séquence TALEU3M a été clonée 
dans le plasmide pZHY501 (addgene plasmide #36187) à l’aide des enzymes BamHI et XbaI, formant ainsi 
le plasmide de base pVR205. Ce plasmide pVR205 permet de changer la séquence du domaine de fixation 
à l’ADN du TALE. Au sein de ce plasmide, nous avons également testé différents promoteurs, 
fluorochromes et protéines OR. Les différents plasmides, listés dans le tableau1 de la Figure 30, ont été 
transformés dans une levure portant le gène URA3 W303URA3 (leu2-3,112 trp1-1 can1-100, ade2-1 his3-
11,15). 
10) Construction des plasmides avec dCas9 
Afin de fusionner la protéine OR3 avec la protéine dCas9 issue du plasmide pTPGI 
(Farzadfard, Perli, & Lu, 2013), j’ai amplifié, par PCR, la séquence codant la protéine dCas9 puis 
cloné à l’aide des enzymes SphI et AatII dans le plasmide pRS414. Dans celui-ci, j’ai introduit la 
séquence codante d’OR3 seul ou OR3-mCh après l’avoir clonée par PCR à l’aide des enzymes AvrII 
et NheI. Dans cette étape, un linker 3XGGS entre dCas9 et OR3 a été rajouté afin de laisser une 
liberté de mouvements aux protéines OR3. En effet, la protéine dCas9 a une masse élevée 
puisqu’elle atteint à elle seule 159kDa. Nous avons obtenu deux vecteurs contenant soit les 
protéines OR3-mCh-dCas9 soit OR3Nter-dCas9. La protéine OR3Nter représente la partie Amino-
terminale tronquée de la protéine OR3 et joue un rôle important dans la formation de dimère de 
protéine OR3. Dans ce contexte, la protéine OR3Nter-dCas9 a été pensée pour être utilisée dans 
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un système bipartite où d’autres protéines OR3-mch complètes sont coexprimées dans la même 
cellule afin de former des foci OR3Nter–dCas9/OR3-mch au niveau du site de fixation de la dCas9. 
11) Crible génétique SopBFN15 
Le domaine N-terminal de la protéine SopBF a été muté par mutagenèse aléatoire puis 
recloné pour s’assurer d’isoler uniquement des mutations dans la partie N-terminale de la 
protéine. Un crible génétique m’a permis de sélectionner des mutants capables de réaliser à 
nouveau l’étalement et potentiellement de former un foyer de fluorescence en présence d’une 
séquence sopC(IR3). J’ai utilisé un plasmide dans lequel se trouve un site sopC (IR3) à proximité 
d’un gène de sensibilité à la streptomycine. Le plasmide est introduit dans une souche E. coli qui 
possède un gène de résistance à la streptomycine dans son génome. La sensibilité à la 
streptomycine, conférée par le gène rpsL+ présent sur le plasmide, est dominante par rapport à 
la résistance conférée par le gène rpsL-présent dans le génome bactérien. J’ai transformé une 
souche, possédant déjà le plasmide rpsL+ sopC (IR3), par le plasmide codant pour la protéine 
hybride SopBF/N15 mutée, puis j’ai sélectionné les bactéries résistantes à la streptomycine 
(50µg/ml). Cette sélection est seulement possible que si la protéine hybride SopBF/N15 mutée est 
apte à réaliser l’étalement et à éteindre l’expression du gène rpsL+ voisin du site sopC (IR3) 
présent sur le plasmide (Figure 33).  
 
  
Figure 33: Crible génétique permettant de sélectionner des mutants 
capables d’induire le silencing par étalement sur l’ADN.
 
A: Crible génétique permettant de tester la capacité à éteindre l’expression du gène rpsL+ via l’étalement 
des protéines SopB à proximité. L’hybride SopBN15/F n’est plus capable d’éteindre l’expression de ce gène 
. Nous sélectionnons les protéines hybrides ayant acquis de nouveau cette capacité.  
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Tableau 1: Les souches 
 
Nom de 
souche 
Genotype Fond génétique 
yGI34 
MATa ade2-1 can1-100 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-
1, ,ade2-1 :: His3p-CFP-lacI-URA3p-ADE2, YGL117 :: 
TetRmRFP-NATMX, 27kb-III :: TetO-LEU2, 115kb-III :: 
LacOTRP1 
W303 
yGI35 
MATα ade2-1 can1-100 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 
ura3-1, ade2-1 :: His3p-CFP-lacI-URA3p -ADE2, YGL117 :: 
TetRmRFP-NATMX, 27kb-III :: TetO-LEU2, 115kb-III :: 
LacOTRP1 
W303 
yGI34 
reΔwhole 
YGI34 reΔ-whole::KanMX W303 
yGI35 
reΔwhole YGI35 reΔ-whole::KanMX 
W303 
yIL30 
Mata ade2-1 can1-100 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-
1 ade2-1::His3p-CFP-lacI-URA3p-λcIYFP-ADE2, TetR-
mRFP:NAT1, MAT5':: λO-HIS, HMR:: LacOTRP, HML::TetO-
LEU 
W303 
yIL31 
Matα ade2-1 can1-100 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-
1 ade2-1::His3p-CFP-lacI-URA3p-λcI- YFP-ADE2, 
TetRmRFP:NAT1, MAT5':: λO-HIS, HMR:: LacO-TRP, 
HML::TetOLEU 
W303 
yIL30 
reΔwhole YIL30 reΔ-whole::KanMX 
W303 
yIL31 
reΔwhole YIL31 reΔ-whole::KanMX 
W303 
W303Δ (leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15) W303 
W303URA3 (leu2-3,112 trp1-1 can1-100, ade2-1 his3-11,15) W303 
W303ΔURA3 (leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3Δ0, ade2-1 his3-11,15) W303 
ySA32 
leu2-3,112 trp1-1 can1-100 Δura3 Δho ade2-1 his3-11,15 
ade3::Gal-HO ANCH3@ Z2 
W303 
Tableau 2 : Les oligos 
 
Nom oligo SEQUENCE 
Ya Ho Fw GCATAGTCGGGTTTTTCTTTT 
Ho left Rv GAAAAACCCGACTATGCTATTTT 
Arg5,6 p1 CAAGGATCCAGCAAAGTTGGGTGAAGTATGGTA 
Arg5,6 p2 GAAGGATCCAAATTTGTCTAGTGTGGGAACG 
Ya_Ura3_Fw 
AGTTTGGGTATGTAATATGAGAATCAAACTTAAATATATCCTATACTAACAAGCAT
AGGCCACTAGTGGATC 
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Ya_Ura3_Rv 
ATCATTGAAAACGAATTTATTTAGATCTCATACGTTTATTTATGAACTACAAACAGC
TGAAGCTTCGTACGC 
Ya_A3_Fw TGAGGTGATCATGCCGAGCTTGGCATTTGTAGTTCATAAATAAACG 
Ya_A3_Rv CTGTGGAAGATCCTGCCAAAGTGACGTTGTTAGTATAGGATATATTT 
RE del Fw CTTCTCTACCGCGACTAGACGATT 
RE de Rv CTGCAGCGAGGAGCCGTAATTTT 
300 AscI Fw TTTTGGCGCGCCCAAATGAGTAGGAAGCTCGATCT 
300 NheI Rv AAAAGCTAGCCGCTGCTGACTGCGT 
301 AscI Fw TTTTGGCGCGCCCAAATGAGCAAGCAAAAAATCAAACCTAG 
301 NheI Rv AAAAGCTAGCTACGGGGTCAGCCTTAAG 
302 AscI Fw TTTTGGCGCGCCCAAATGACAAAACGAAAATTCGACATGT 
302 NheI Rv AAAAGCTAGCCTCTGGCGAATCGTTGGAAA 
303 AscI Fw TTTTGGCGCGCCCAAATGGCCGTCAAGAAACGG 
303 NheI Rv AAAAGCTAGCGCGGATGTGAGCGAGCA 
304 AscI Fw TTTTGGCGCGCCCAAATGGAAAAATTTGAA 
304 NheI Rv AAAAGCTAGCTTTCAGGCTGTTGAT 
305 AscI Fw TTTTGGCGCGCCCAAATGAGCGCGAAGCTG 
305 NheI Rv AAAAGCTAGCTAGCAGCGCCACGTC 
306 AscI Fw TTTTGGCGCGCCCAAATGTCTAAGAATACTAAGGACACTA 
306 NheI Rv AAAAGCTAGCGCCCGCTGATGGCTC 
 
Tableau 3: Les plasmides 
Nom plamide Gene d’interet Genes resistance/auxotrophie 
pSA03 OR3-FLAG Ampicilline / Uracile 
8 pcDNA5 FRT ANCH3 ANCH3 Ampicilline 
pJH727 galHO Ampicilline/Leucine 
pSA 215  gfp ::or3::taleU3M  Ampicilline/Leucine 
pSA300 gfp::or-B2vie::taleU3M Ampicilline/Leucine 
pSA301 gfp ::or-rfe::taleU3M Ampicilline/Leucine 
pSA302 gfp ::or-pNapCJ2::taleU3M Ampicilline/Leucine 
pSA303 gfp ::or-KT2440::taleU3M Ampicilline/Leucine 
pSA304 gfp ::or-spnR6::taleU3M Ampicilline/Leucine 
pSA305 gfp ::or-rso::taleU3M Ampicilline/Leucine 
pSA306 gfp::Rpic12J::taleU3M Ampicilline/Leucine 
 
 
192 
 
pSA307 SopB::TALE::UM  Ampicilline/Leucine 
pSA308 SopB::GFP::TALE Ampicilline/Leucine 
pSA417 OR3::dCas9  Ampicilline/Tryptophane 
pSA418 OR3::mch:dCas9 Ampicilline/Tryptophane 
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Afin de comprendre la relation entre le changement de type sexuel et l’organisation du 
chromosome III, j’ai axé mes travaux sur deux aspects principaux : l’étude de la relation entre la 
conformation du chromosome III et la séquence régulatrice appelé le RE d’une part et la 
compréhension des évènements survenant après l’induction de la cassure au niveau du locus 
MAT d’autre part. Mes recherches se sont concentrées sur les évènements survenant après 
l’induction de la cassure au niveau du locus MAT. Au cours de ma thèse j’ai aussi contribué au 
développement d’un nouvel outil d’étiquetage du génome non invasif dont les applications 
possibles sont nombreuses. 
1) La conformation du chromosome III est dépendante du RE  
 Dans l’introduction, il est évoqué que la conformation du chromosome III pourrait jouer 
un rôle important dans le choix du donneur au cours du changement de type sexuel (Chapitres II 
d) et III). L’identification du RE minimum, comme séquence centrale dans la régulation de la 
conformation du chromosome III et dans le choix du donneur au cours du changement de type 
sexuel, est désormais bien établie. Cependant, il reste encore des zones d’ombre dans notre 
compréhension des mécanismes précis impliqués dans cette régulation. Il a été montré que la 
partie gauche du RE, désignée comme le RE minimum, est suffisante pour établir le choix du 
donneur HMLα dans une cellule MATa. Cette hypothèse est basée sur la présence de site 
permettant le recrutement des protéines Fkh1 et sur le RE lorsqu’il est ouvert dans une cellule 
MATa. En effet, la présence des protéines Fkh1 sur le RE engendrerait la formation d’une boucle 
de chromatine via l’interaction entre les histones H2AS129P, présentes au niveau de la cassure 
ADN au locus MAT, et le domaine FHA des protéines Fkh1 (J. Li et al., 2012 ; Coic et al., 
2006a)(Figure 14). Cette interaction permettrait de rapprocher le locus MATa clivé avec le 
donneur HMLα pour la réparation par conversion génique. La présence de protéines Rad51 a pu 
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être mise en évidence au niveau du RE après induction de la cassure ADN sur le locus MAT 
présupposant que ces deux loci interagissent ensemble, sûrement lors de la formation de la D-
loop et permettant d’initier la réparation (Renkawitz et al., 2013). L’utilisation du donneur HMLα 
est réduite à 35% dans les mutants fkh1 et reste donc supérieure aux 10% observés lorsque la 
totalité du RE est supprimée. L’existence d’autres mécanismes est donc envisageable. Lassadi et 
al. ont proposé un modèle de repliement du chromosome III, différent en fonction du type 
sexuel. Ils ont également évalué que la suppression de la partie gauche du RE affecte le 
repliement du chromosome III principalement dans les cellules MATα, laissant supposer que le 
bras gauche dans ce contexte est moins contraint. Ces données laissent entendre que le 
chromosome III peut adopter une conformation spécifique favorisant le choix du donneur avant 
l’induction de la cassure d’ADN double brin. 
Les résultats obtenus au cours de ma thèse, combinant des approches de 5C et HI-C avec 
des observations en microscopie à fluorescence in vivo, ont précisé ce modèle. Dekker et ses 
collaborateurs ont pu montrer par Hi-C, que seul le chromosome III présentait une conformation 
différente selon le type sexuel. L’analyse par une approche 5-C de l’effet de la suppression du RE 
gauche donne à penser que le repliement du chromosome III est sensiblement affecté dans les 
cellules MATα. Cependant, ils observent encore des différences de conformation entre les deux 
types sexuels, en évoquant ainsi que la partie gauche du RE ne joue pas un rôle prépondérant 
dans la conformation du chromosome III avant induction du changement de type sexuel. Le 
changement de repliement observé dans les cellules MATα pourrait dépendre de la présence des 
locus DPS1 et DPS2 respectivement dans les parties gauche et droite du RE. En effet, dans les 
cellules MATα les locus DPS1 et DPS2 encouragent le recrutement du complexe Matα2/Mcm1 
puis de Tup1/Ssn6 en charge du positionnement des nucléosomes sur le RE (Szeto & Broach, 
1997). En l’absence du locus DPS1, le site DPS2 assurerait le recrutement des complexes 
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protéiques permettant le positionnement des nucléosomes au niveau du RE restant. Ainsi, dans 
les cellules MATα, le positionnement régulier des nucléosomes, au niveau du RE, aurait un rôle 
sur le repliement du chromosome III. Nous pouvons également imaginer la présence d’autres 
complexes protéiques interagissant avec les sites DPS1 et DPS2 ou directement avec les 
nucléosomes portant des modifications post-transcriptionnelles, non identifiées à ce jour, 
permettant d’imposer une conformation particulière du bras gauche du chromosome III. Nous 
avons pu étayer cette hypothèse en observant l’effet de la suppression de la partie droite du RE 
contenant le locus DPS2. Par des approches de 5-C et de microscopie à fluorescence, Dekker et 
ses collaborateurs ont pu mettre en évidence, qu’en absence du RE droit, la différence de 
conformation du chromosome III en fonction du type sexuel était abolie. En effet, ces résultats 
laissent imaginer que, dans ce contexte, le chromosome III adopte une conformation inédite par 
rapport à celles observées dans les deux types sexuels dans une souche sauvage. Ainsi, ces 
résultats suggèrent que la partie droite du RE possèderait un rôle prépondérant dans la 
conformation du chromosome III. Cependant, il est primordial de relever que l’absence du RE 
affecte le repliement du chromosome III dans une cellule MATα, alors que le choix du donneur 
dans ce contexte génétique n’est pas affecté. La conformation du chromosome III pourrait être 
importante principalement dans une cellule MATa et la perte de conformation dans une cellule 
MATα est probablement secondaire. L’inactivation du RE, dans une cellule MATα, pourrait 
impliquer le recrutement de protéines importantes pour la conformation du chromosome III et 
à ce jour non identifiées.  
La présence du locus DPS2 serait capitale pour assurer cette conformation et celle du 
locus DPS1 ne serait pas suffisante pour assurer à elle seule ce rôle.  
 
 
198 
 
Le rôle du RE gauche serait donc, d’après ces observations, spécifiquement utilisé lors de 
la réparation, alors que celui du RE droit serait dédié à une régulation structurelle sur le 
chromosome III dans les deux types sexuels. Malgré tout, la manière, dont le site DPS2 pourrait 
contrôler le repliement du chromosome III dans les cellules MATa, n’est pas encore définie. En 
effet, dans ce contexte, le site DPS2 seul permet le recrutement de la protéine Mcm1. Il est facile 
d’imaginer qu’un autre partenaire soit également recruté avec Mcm1, jouant ainsi une fonction 
dans la conformation du chromosome III dans les cellules MATa. Il serait enrichissant d’analyser 
les complexes protéiques recrutés dans les deux types sexuels aux niveaux des locus DPS1 et 
DPS2. L’utilisation du système ANCHOR, dans une approche de ChIP-MS, pourrait permettre de 
répondre à cette question. De plus, ce système nous permettrait d’observer la dynamique de 
recrutement de différents complexes au niveau du RE au cours du changement de type sexuel. 
Nous pouvons songer à l’implication des cohésines ou des condensines qui sont présentes au 
niveau de l’ADN ribosomique et des centromères. En effet, les approches de 5-C attestent que le 
bras gauche du chromosome III interagit fortement avec ces deux régions. Par cette approche, 
nous avons précisé le modèle de repliement du chromosome III avant l’induction du changement 
de type sexuel. Pour autant, ce modèle est incomplet, d’autres partenaires protéiques, 
permettant de contrôler la conformation, restent à identifier. Ces partenaires manquants 
pourraient expliquer la différence d’utilisation préférentielle du donneur HMLα entre une cellule 
Δfkh1 MATa et une cellule ΔRE.  
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2) Les approches complémentaires du 3C et de la microscopie à 
fluorescence in vivo 
Au cours des dernières années, les techniques de 3C et ses dérivés ont apporté de 
nouvelles informations relatives à l’organisation des chromosomes, confirmant les observations 
faites par des approches en microscopie à fluorescence (Dekker et al., 2002 ; Miele et al., 2009) 
. Les approches globales de Hi-C et 5-C permettent de déterminer les fréquences d’interactions 
sur l’ensemble du génome. L’analyse des données obtenues a souligné le confinement de régions 
d’hétérochromatine (Miele et al., 2009) et l’existence de regroupement de gènes actifs en 
transcription (Lieberman-Aiden et al., 2009), supportant le modèle d’organisation du génome en 
territoires chromosomiques (Duan et al., 2010). Plus récemment, l’observation du changement 
de la conformation des chromosomes au cours du cycle cellulaire a fait valoir l’apparition 
d’interactions inédites entre le chromosome XII et les centromères (Lazar‐Stefanita et al., 2017). 
Des approches de biologie synthétique, visant à comprendre l’évolution de l’organisation du 
génome via la création d’une levure 2.0, déduisent que l’organisation des chromosomes n’est 
pas affectée en présence de systèmes de recombinaison inductibles lox-p (Mercy et al., 2017). 
Néanmoins, il faut garder à l’esprit que ces techniques reposent sur une population de cellules 
en général asynchrone et que les traitements de fixation par le formaldéhyde pourraient altérer 
la structure native du noyau et de la chromatine. Il est donc impossible d’observer la dynamique 
d’un locus lors de l’induction d’un mécanisme précis. Ainsi la microscopie à fluorescence sur 
cellule in vivo semble indispensable pour interpréter précisément les données générées par 3-C 
et ses dérivés.  
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3) Bilan et analyse de la banque de peptides obtenus par une approche de 
spectrométrie de masse dite DDA 
Le développement de notre approche « d’analyse du protéome d’un locus unique lors 
d’une cassure d’ADN double brin » a nécessité de nombreuses optimisations. Nous avons essayé 
de construire une banque de peptides spécifiques aux protéines induites durant la réparation, 
dans le but de pouvoir faire une analyse quantitative des facteurs recrutés sur un site de cassure 
d’ADN double brin. 
Dans un premier temps, nous avons simplement induit une cassure d’ADN double brin au 
niveau du site HO puis analysé un extrait total. Cette approche nous a permis de détecter 
seulement les facteurs impliqués dans la réparation de l’ADN présents assez longtemps ou en 
grande quantité sur le site de cassure. Nous sommes en mesure de citer notamment les sous 
unités RPA (Rfa1/Rfa2). Avec pour objectif d’augmenter le signal induit après une cassure d’ADN, 
nous avons eu l’idée d’induire un grand nombre de cassures à l’aide de la zéocin. Cette approche 
nous a permis d’identifier la protéine Rad51, facteur au cœur de la réparation de l’ADN par 
recombinaison homologue. Toutefois, l’absence d’autres facteurs clés nous a poussés à enrichir 
nos échantillons en protéines de réparation en élaborant deux approches différentes. La 
première visait à immunoprécipiter une protéine abondante, H2AS129p, spécifiquement 
modifiée après une cassure d’ADN double brin dans l’espoir de co-purifier des facteurs d’intérêts. 
Nous n’avons pas, pour autant, réussi à obtenir une élution correcte des complexes protéiques 
co-immunoprécipités par H2AS129p. La seconde approche visait à utiliser le système ANCHOR-
Flag pour réaliser une ChIP, avec en amont une étape de purification des noyaux dans le but 
d’éliminer un maximum de protéines non spécifiques à la réparation de l’ADN. 
Malheureusement, le gain de pureté potentiellement acquis a été atteint au détriment d’une 
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perte importante de matériel pour l’analyse en spectrométrie de masse. Finalement, nous avons 
réussi à identifier des protéines impliquées dans la réparation de l’ADN en jouant sur la quantité 
de chromatine utilisée au départ. En effet, lors des premières expériences de ChIP, nous utilisions 
des quantités de l’ordre du microgramme (10 à 250µg). Néanmoins, les travaux de (Nittis et al., 
2010) nous ont dirigé vers l’utilisation d’une colonne de purification Anti-Flag permettant de 
charger des quantités de l’ordre du milligramme. Nous avons donc multiplié le nombre de cellules 
prises au départ par dix et réalisé des ChIP sur la totalité de l’échantillon. Les résultats 
préliminaires obtenus sont très prometteurs et permettront très prochainement de compléter 
une banque de peptides pour que celle-ci devienne la plus exhaustive possible. A l’heure actuelle 
nous avons environ 2500 protéines identifiées dont une cinquantaine impliquée dans la 
réparation de l’ADN par recombinaison homologue, mais également dans la maintenance du 
génome par d’autres processus (Figure 29). En outre, nous capitalisons un nombre non 
négligeable de nouvelles protéines non caractérisées, potentiellement impliquées dans la 
réparation de l’ADN. Nous déterminerons leur implication lors de l’analyse quantitative en 
SWATH-MS.  
Nous avons su développer une technique de ChIP, sur un locus unique dans le génome, 
permettant d’identifier par une approche de spectrométrie de masse les protéines recrutées 
spécifiquement sur ce dernier. La construction d’une banque de peptides a nécessité une longue 
mise au point. Toutefois, nous avons désormais tous les outils pour réaliser une analyse 
quantitative.  
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4) Dynamique et réparation de l’ADN. 
Il apparaît de plus en plus clairement que la transcription, la réparation des cassures 
d’ADN et la réplication sont directement liées à la dynamique de la chromatine. La mobilité d’un 
locus, à travers le noyau, semble également dépendre de l’environnement chromatinien et des 
propriétés physiques de la fibre de chromatine. Nous avons pu évoquer le fait que l’apparition 
d’une CDB semble affecter la dynamique de la chromatine. Cette dernière semble augmenter au 
niveau global tandis qu’un confinement local est observé directement au niveau de la cassure, 
(Saad et al., 2014 ;Miné-Hattab et al., 2017;Herbert et al., 2017). Herbert propose que le 
changement de dynamique dépendrait de la modification H2AS129P. Cette modification 
permettrait de changer les propriétés physiques de la chromatine en lui conférant une certaine 
rigidité pouvant permettre une amplitude des mouvements plus importante. L’augmentation 
globale de la dynamique de la chromatine est associée à de nombreux mécanismes comme le 
mouvement des gènes transcrits vers les pores nucléaires (Taddei et al., 2006 ;Cabal et al., 
2006 ;Ishii & Laemmli, 2002) ou le transfert de CDB persistantes vers l’enveloppe nucléaire 
(Horigome et al., 2014). De plus, il est envisagé que l’augmentation de la dynamique favoriserait 
la recherche d’homologie pour la réparation par recombinaison homologue en l’absence de 
donneur proche. Le confinement observé au niveau du site de la cassure permettrait, quant à lui, 
de maintenir ensemble les extrémités de la cassure lors des mouvements du locus clivé dans le 
noyau pour la recherche du donneur. Une récente étude suggère que l’augmentation de la 
dynamique d’une CDB soit liée à la dégradation des nucléosomes par le complexe remodeleur de 
chromatine INO80 (Hauer et al., 2017). Ce dernier induirait une décompaction de la fibre de 
chromatine qui pourrait être à l’origine d’une augmentation de sa mobilité apparente. Ce modèle 
est cohérent avec le fait que la sous-unité Nhp10 du complexe INO80 semble avoir une affinité 
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pour la modification H2AS129P présente au niveau d’une CDB (Morrison et al., 2004) . 
Cependant, le mécanisme d’action in vivo, permettant le recrutement de Nhp10, reste mal 
caractérisé. Il est important de noter que INO80 semble nécessaire pour la résection de l’ADN. 
La dégradation des nucléosomes pourrait être un effet secondaire du recrutement de ce 
complexe.  
Au cours de nos expériences de ChIP-MS, via le système ANCHOR, nous avons pu détecter 
la présence de remodeleurs de la chromatine tels que INO80 et FUN30 ainsi que des sous-unités 
de l’ARN polymérase II au niveau du site de CDB. Ces résultats préliminaires nous laissent penser 
que la dynamique de réparation d’une CDB implique plusieurs mécanismes différents encore mal 
caractérisés aujourd’hui. Dans la littérature, de nombreuses données suggèrent que la 
transcription possède un rôle clé dans la réparation. En effet, il semblerait que les gènes actifs 
en transcription soient plus souvent réparés par la RH. Cette préférence de voie de réparation 
soulève le paradoxe du mode de réparation des CDB, apparaissant dans un gène actif en 
transcription pendant la phase G1. La disponibilité de la RH, étant restreinte à la phase S/G2 du 
cycle cellulaire, il est à penser que ces CDB sont persistantes et sont dirigées vers la périphérie 
en attendant la disponibilité de la RH dans la phase du cycle S/G2. Toutefois, d’autres 
mécanismes dérivés de RH, indépendant de la protéine Rad51 et encore mal caractérisés, 
pourraient être impliqués. Notamment des mécanismes utilisant le transcrit ARNm du gène 
comme donneur pour la réparation via l’utilisation de la protéine Rad52. Ce genre de mécanisme 
permettrait de réparer directement une CDB, sans attendre la disponibilité de la chromatine 
sœur. Enfin, chez les plantes, l’homme et la drosophile, la transcription de petits ARN non 
codants (ARNdi) directement au niveau de la CDB, permettrait d’induire une meilleure réponse 
aux dommages de l’ADN.   
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5) Analyse du protéome de la cassure d’ADN double brin sur le locus MAT 
Récemment, Wang et al ont publié une étude concernant l’analyse du protéome du locus 
MAT après induction d’une CDB par l’endonucléase HO (P. Wang et al., 2017) .  
La technique de ChAP-MS, utilisée dans cette étude, repose sur la purification des complexes 
protéiques associés à un locus composé de deux sites de fixation LexA reconnus spécifiquement 
par la protéine LexA-prA. Par la suite, les complexes protéiques, purifiés par chromatographie 
d’affinité sur des colonnes protéine G, sont analysés par une approche de spectrométrie de 
masse à haute résolution. Afin d’étudier le protéome spécifique d’une CDB, une cassette 
2XLEXAHIS3 a été insérée 500pb à droite du site de clivage HO. La CDB spécifique est initiée par 
l’induction de l’expression de l’endonucléase HO sous contrôle d’un promoteur Gal.  
Par une approche SILAC (Stable isotopes Labbelling Amino Acids in Culture), les auteurs ont 
identifié 1472 protéines enrichies au niveau du site de CDB, parmi lesquelles 108 n’ont pas été 
encore décrites comme impliquées dans la réparation. Enfin, 18 protéines, impliquées dans la 
réparation, sont identifiées comme enrichies. Nous avons comparé les protéines identifiées par 
l’approche de ChAP-MS avec nos résultats préliminaires obtenue par ChIP sur ANCHOR-Flag MS 
et avons distingué 114 protéines communes aux deux approches. De plus, parmi les 18 protéines 
impliquées dans la réparation identifiée par Wang et al., 15 d’entre elles sont présentes dans 
notre analyse.  
Les travaux de Wang et al. sont très encourageants puisque de nouvelles modifications 
d’histones et des candidats protéiques potentiels pour la réparation de l’ADN ont été reconnus 
lors de cette approche. Nous pouvons, néanmoins, discuter des points clés qui se différencient 
de notre approche. L’analyse des complexes protéiques recrutés à proximité de la cassure ayant 
été réalisée après 2 heures d’induction de l’endonucléase HO ne permet pas de cibler 
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spécifiquement les étapes précoces de la réparation. En prélevant des échantillons entre dix et 
trente minutes après induction de la CDB, nous proposons d’identifier l’évolution du protéome 
au cours du temps afin de préciser la cinétique de recrutement des facteurs impliqués dans la 
réparation. Enfin, l’approche de spectrométrie de masse dite de SiLAC est une technique 
avantageuse, car sa mise en place permet d’obtenir plus rapidement un ratio entre protéines 
absentes et présentes dans différentes conditions. Au demeurant, notre approche de SWATH-
MS est quantitative et directe. En effet, les peptides présents dans un échantillon sont comparés 
à la banque de peptides initialement mise en place et nous permettant une analyse quantitative 
plus précise. Notre démarche nous permettra ainsi de déterminer la nature et l’abondance des 
facteurs de réparation au cours du temps.  
Enfin, nous pourrions continuer la réflexion avec le développement d’un système de ciblage 
du génome non invasif tel que TALE-OR-FLAG ou dCas9-OR-FLAG qui exploiterait une approche 
similaire sans nécessité de modifier le génome.  
6) Applications possibles du système de ciblage TALE/Cas9 OR chez la Levure 
Les applications possibles d’un nouvel outil d’étiquetage sont nombreuses. Différentes 
études viennent étayer qu’il est possible de coupler les systèmes de ciblage Cas9/CrispR ou TALE 
avec des domaines effecteurs tels que des activateurs/répresseurs de transcription, des 
remodeleurs de chromatine ou des protéines capables d’induire des modifications post 
traductionnelles sur les histones (Maeder et al., 2013 ;Morita et al., 2016). Pourtant, la plupart 
des applications de modifications épigénétiques ne concernent qu’une séquence d’ADN réduite. 
Des systèmes de ciblage du génome non invasif ont également été couplés avec des étiquettes 
permettant de réaliser une ChIP sur un locus unique. Ainsi, Byrum et al ont couplé, avec une 
étiquette protéine A, un système TALE ciblant le promoteur du gène GAL1. Après purification sur 
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billes d’immunoglobulines G, une analyse en spectrométrie de masse de haute résolution est 
réalisée. Cette approche, dite de ChAP-MS, a identifié plusieurs protéines impliquées dans la 
régulation de la transcription du gène GAL1 ainsi que des modifications post traductionnelles 
d’histones (Byrum, Taverna, & Tackett, 2013). Or, ce genre d’analyse possède un taux 
d’enrichissement assez faible puisqu’une seule protéine est ciblée pour réaliser le ChIP. Nous 
pensons que l’utilisation d’un système TALE-OR ou Cas9-OR permettrait d’obtenir suffisamment 
de protéines OR-tag sur un locus unique pour augmenter l’efficacité de ChIP totale. De plus, 
l’étalement des protéines OR étant dynamique et possible jusqu’à 2kb, nous pourrions 
immunoprécipiter de plus larges fragments de chromatine sans affecter la structure 
chromatinienne du locus. 
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SUMMARY
Mating-type switching in yeast occurs through gene
conversion between the MAT locus and one of two
silent loci (HML or HMR) on opposite ends of the
chromosome. MATa cells choose HML as template,
whereas MATa cells use HMR. The recombina-
tion enhancer (RE) located on the left arm regulates
this process. One long-standing hypothesis is that
switching is guided by mating-type-speciﬁc and
possibly RE-dependent chromosome folding. Here,
we use Hi-C, 5C, and live-cell imaging to characterize
the conformation of chromosome III in both mating
types. We discovered amating-type-speciﬁc confor-
mational difference in the left arm. Deletion of a 1-kb
subregion within the RE, which is not necessary
during switching, abolished mating-type-dependent
chromosome folding. The RE is therefore a compos-
ite element with one subregion essential for donor
selection during switching and a separate region
involved in modulating chromosome conformation.
INTRODUCTION
Budding yeast has twomating types: a and a, determined by the
MAT locus, located on the right arm of chromosome III. TheMAT
locus expresses the mating-type-speciﬁc transcription factors
MATa1p and MATa2p in MATa cells and MATa1p and MATa2p
in MATa cells. These transcription factors are responsible for
establishment of the MATa or MATa mating type. Besides the
active MAT locus, chromosome III contains a silent copy of the
MATa allele near the left telomere at HMLa and a silent copy of
MATa near the right telomere at HMRa. The silent copies of the
MAT locus are important for the cell to switch mating type.
Mating-type switching is initiated by the HO endonuclease that
generates a DNA double-strand break at the MAT locus. This
break is then repaired by gene conversion with either HMLa or
HMRa as donor sequence (Haber, 2012).
The mating-type switching process is highly directional.MATa
cells favor to switch to the MATa mating type using HMLa as a
donor, whereas MATa cells switch to the MATa mating type
using HMRa. The mechanisms for mating-type-speciﬁc direc-
tionality of the gene conversion reaction atMAT are only partially
understood and two phenomena are known to play a role. First
the left arm of chromosome III is unusually refractory to recom-
bination, both formating-type switching and for gene conversion
events in general (Haber, 2012; Wu and Haber, 1995). Second,
the recombination enhancer (RE), a cis-acting element located
on the left arm, is required to activate the left arm for switching
in MATa cells (Szeto et al., 1997; Wu and Haber, 1996). The RE
is composed of two highly conserved Mcm1p/MATa2p binding
sites (DPS1 and DPS2; Szeto et al., 1997; Wu et al., 1997) and
three arrays of binding sites for the Forkhead transcription factor
FKH1p (Sun et al., 2002). The left 700-bp portion of the RE con-
taining DPS1 and the FKH1p binding site arrays is essential and
sufﬁcient for the usage of the left arm during mating-type switch-
ing in MATa cells. The right most 1,400 bp, which includes
DPS2 but no FKH1p binding sites, has a modest effect on left-
arm usage in MATa cells but is not essential, and its role is not
known.
In MATa cells, the RE is in an open chromatin state and binds
Forkhead transcription factors that contribute to preferential
activation of the left arm for the mating-type switching reaction
(Sun et al., 2002). The FHA domain of FKH1 binds phospho-
serine and phospho-threonine residues that accumulate at dou-
ble-strand break sites in S. cerevisiae (Li et al., 2012). It is thought
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that FKH1 binds to the RE and forms a physical bridge to the
MAT locus after it has been cleaved by HO. In MATa cells the
RE is inactivated by binding of the Mcm1p/MATa2p repressor
complex that positions nucleosomes along the RE, preventing
Fkh1p binding (Szeto et al., 1997; Weiss and Simpson, 1997;
Wu et al., 1998a).
The mechanisms that contribute to the general inaccessibility
of the left arm for recombination and the mode of action of the RE
in MATa cells are not understood in detail. One long-standing
hypothesis is that the spatial conformation or sub-nuclear posi-
tioning of the left arm is somehow preventing it from engaging in
recombination. In this model, the RE would re-position the left
arm in MATa cells speciﬁcally to make it available for gene con-
version with the MAT locus (Haber, 1998a, 2012). The existence
and role of pre-folding of chromosome III to the directionality of
the mating-type switch has been debated, because the motion
of HMLa was mating type and RE dependent in strains disomic
for chromosome III (Bressan et al., 2004), but in contrast teth-
ering the HM loci to MAT did not alter donor preference (Simon
et al., 2002). Also, nuclear positioning of the mating-type loci
did not seem to differ in a and a cells (Bystricky et al., 2009), while
mating-type-speciﬁc features of the folding of chromosome III
could be seen in a subset of cells (Lassadi et al., 2015).
Here, we determined the three-dimensional (3D) organization
of chromosome III at 4- to 8-kb resolution in non-switching
strains by comprehensive mapping of long-range chromosomal
interactions using Hi-C, 5C, and live-cell imaging. We discov-
ered that chromosome III has a mating-type-dependent spatial
conformation, with the left arm interacting more frequently with
the centromere-proximal region up to the MAT locus in MATa
cells, whereas the left arm is more extending away from the
centromere in MATa cells. Interestingly, deletion of the left
portion of the RE or of FKH1 affects the conformation modestly
only in MATa cells, while deletion of the right portion of the RE
strongly affects the conformation in both MATa and MATa cells
leading to a conformation that is highly similar in both mating
types. Our results ﬁrmly establish cell-type-speciﬁc folding of
this chromosome, provide new insights into the role of the RE
in chromosome structure, and show that the RE is composed
of functionally distinct elements. Further, our results reveal that
a single DNA element can have widespread and large-scale
effects on chromosome folding, which may be a general phe-
nomenon in larger genomes as well.
RESULTS
Genome-wide Chromatin Interaction Maps for MATa
and MATa Cells
To investigate the conformation of the yeast genome, we per-
formed Hi-C on exponentially growing cultures of both MATa
and MATa cells as described previously (Belton et al., 2012;
Lieberman-Aiden et al., 2009). Figure 1A shows genome-wide
chromatin interaction maps for both cell types. Visual inspection
of the heatmaps reveals that overall features of chromosome
and nuclear organization are very similar in both mating types
and consistent with previous studies. First, the interaction
maps from both mating types display the characteristic Rabl
conﬁguration of chromosomes. In this conformation, all centro-
meres are clustered together at one side of the nucleus with
the arms running in parallel toward the other side. In yeast, this
is known to be facilitated by tethering of centromeres to the spin-
dle pole body and the resulting Rabl arrangement has been
directly observed by imaging as well as by 3C and previous
genome-wide chromatin interaction analysis (Berger et al.,
2008; Dekker et al., 2002; Duan et al., 2010; Jin et al., 1998,
2000; Tjong et al., 2012). In addition, as a result of tethering to
the spindle pole body, the chromosomes are kinked at the
centromere with the pericentromeric parts of the arms running
closely and in a parallel fashion alongside each other away
from the nuclear periphery. This is visible in the Hi-C maps by
the cross-shaped interaction patterns around each centromere
(Figures 1C and 1D). Similar cross-shaped patterns are present
at each centromere-centromere interaction, indicating that the
pericentric domains of all 32 arms run parallel to each other for
up to 50 kb (Zimmer and Fabre, 2011). A further indication of
the Rabl organization is the depletion of interactions between
centromeres and more distal portions of chromosome arms.
This observation is consistent with predictions based on a poly-
mer model for yeast chromosome folding proposed by Tjong
et al. (2012). In this model, volume exclusion effects by which
arms of each chromosome are forced to extend into the nucleus
are predicted to reduce their probability of interacting with the
centromere. Additionally, we also observe that short chromo-
some arms are enriched for interactions with other short arms
but are depleted for interactions with long chromosome arms
(Figure S1A). This has also been observed before (Duan et al.,
2010; Therizols et al., 2010) and is again consistent with the
model proposed by Tjong et al. (2012), where volume exclusion
effects near the centromeres are predicted to push the long
chromosomes further out into the nuclear volume. Second, telo-
meres interact with one another more frequently than would be
expected for the genomic distance between them (Agmon
et al., 2013; Duan et al., 2010). This is consistent with observa-
tions that telomeres cluster and are frequently found near the
nuclear periphery (Berger et al., 2008; Bystricky et al., 2009;
Gotta et al., 1996; Trelles-Sticken et al., 2000).
The Folding of Chromosome III Is Mating Type
Dependent
To compare the spatial organization of the genome inMATa and
MATa cells, we calculated the log2 ratio of the two Hi-C interac-
tion maps and plotted the results again as a heatmap (Figure 1A,
right). A weak global pattern of differences in inter-chromo-
somal centromere-arm interactions is observed that can be
explained by small differences in noise levels of very-low-level
inter-chromosomal interactions between experiments and is
also observed in comparisons between biological replicates
(Figure S1B). This is not observed for intra-chromosomal inter-
actions that are less susceptible to ﬂuctuations of noise since
the interaction values are orders of magnitude higher than in-
ter-chromosomal contacts.
Comparison of interactionmaps for each chromosome reveals
that there are very few intra-chromosomal differences in confor-
mation, with log2 ratios centered on zero (Figure 1B). Interest-
ingly, chromosome III has the most differences in chromatin
interactions between the mating types, and these differences
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are statistically signiﬁcant compared to those of the other
chromosomes combined. Therefore, we analyzed the conforma-
tion of chromosome III in more detail (Figure 1C). In both mating
types, we observe general conformational features that are
shared with other chromosomes: a general inverse relation-
ship between interaction frequency and genomic distance and
a cross-shaped pattern of interactions around the kinked centro-
mere. In addition, in both mating types, we observe prominent
interactions between the heterochromatic silent MAT loci (HML
and HMR) located on opposite ends of the chromosome (Fig-
ure 1C), which have been detected and characterized in detail
previously (Bystricky et al., 2005, 2009; Dekker et al., 2002;Miele
et al., 2009).
The major difference in the conformation of chromosome III
between the two mating types is that the distal portion of the left
arm, containing HML and the RE, is interacting more frequently
Figure 1. Global Chromosome Conformation in Both MATa and MATa Cells
(A) The left and middle panel show Hi-C data obtained with MATa and MATa cells, respectively. Data from two biological replicates were pooled and corrected
using the iterative coverage correction method at 10-kb resolution, and the total number of counts has been normalized for each data set. The chromosomes are
sorted on both axes by the chromosome number. The right panel displays the Log2(MATa / MATa) ratio.
(B–D) Zoom in to chromosomes III and VI. Left and middle panel: Hi-C data forMATa andMATa cells. Right panel: heatmaps displaying the Log2(MATa /MATa)
ratios to highlight the difference in chromatin interactions in the two mating types.
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with an area that extends from the centromere to the MAT locus
on the right arm (Figure1C). This is visible directly in theHi-C inter-
action maps and more pronounced in the Log2 difference heat-
map. There is also an increase in interactions between the end
of the right arm and this same region from the centromere to
MAT (Figure 1B). This is probably at least in part driven by the
HML-HMR interaction. Analysis of the similarly small chromo-
someVI revealednomating-type-speciﬁc differences (Figure1D).
A more frequent association of the left arm with the centro-
mere proximal region of the chromosome in MATa cells should
also affect the interactions between this arm and arms of other
chromosomes. Indeed, we ﬁnd that the left arm inMATa cells in-
teracts less with other chromosome arms than it does in MATa
cells (Figure S1A).
To verify the mating-type-dependent difference in chromo-
some conformation using an independent method, we made
Figure 2. Live-Cell Microscopy Validates
Mating-Type-Dependent Conformation of
Chromosome III
(A and B) Schematic of chromosome III indicating
the locations of the operator arrays that were used
to measure the distances between HML, MAT,
andHMR (A) and RE and the centromere (Cen) (B).
Representative images are shown below the
schematic. Scale bar, 2 mm.
(C–F) Percentage of co-localization, deﬁned as
the percentage of distances between pairs of loci
that are less than or equal to 250 nm. Statistical
signiﬁcance was determined by bootstrapping
analysis (see Supplemental Experimental Pro-
cedures). NS, not signiﬁcant. **p % 0.002 after
Bonferroni correction for multiple testing. Co-
localization was determined for HML andMAT (C),
RE and Cen (D), MAT and HMR (E), and HML and
HMR (F), in MATa and MATa cells and in MATa
and MATa cells with the entire RE deleted.
two sets (MATa and MATa) of strains to
allow us to measure the distance be-
tween speciﬁc loci on chromosome III in
live cells using microscopy. For one set,
we inserted an array of 128 TetO opera-
tors just to the left of the RE (chrIII:
26,969–27,433) and an array of 256
LacO operators just to the right of the
centromere (chrIII: 115,899–116,396). In
this set, we also expressed TetR-mRFP
and LacI-CFP fusion proteins that bind
to the corresponding operator arrays
and ﬂuoresce in live cells to indicate their
position (Figure 2B). For the other set, we
inserted 128 TetO operators at HML
(chrIII:15,160–15,773), 64 LambdaO op-
erators at MAT (chrIII:197,197–197,310),
and 256 LacO operators at HMR
(chrIII:294,898–295,245). We expressed
TetR-mRFP, LambdaR-YFP, and LacI-
CFP to visualize HML, MAT, and HMR,
respectively. We then measured three-
dimensional distances between these loci in both MATa and
MATa cells (Figures 2C–2F) and determined the percentage of
each pair of loci that are in relative close spatial proximity (dis-
tance <250 nm, see Supplemental Experimental Procedures).
We found that both the RE is co-localized more with the centro-
meric region, and HML is co-localized more with MAT in MATa
as compared toMATa cells. Similar mating-type-dependent dif-
ferences in the distance between RE and CEN were observed
when analysis was restricted to G1 cells, indicating that the
difference between MATa and MATa cells was not due to dif-
ferences in cell-cycle time or progression (Figure S1). No sig-
niﬁcant mating-type-dependent differences were observed in
frequency of close spatial juxtaposition of MAT with HMR and
of HML with HMR.
From these analyses, we conclude that chromosome III is the
only chromosome that is folded in a mating-type-dependent
1858 Cell Reports 13, 1855–1867, December 1, 2015 ª2015 The Authors
manner, through differential co-localization of the left arm with a
domain from the centromere to the MAT locus.
Interactions between MAT and HML Are More Frequent
in MATa Cells
It has been hypothesized that a mating-type-speciﬁc conforma-
tion would exist such that inMATa cells theMAT locus would be
closer to HML, or alternatively, so that inMATa cells the left arm
would be somehow sequestered away (Haber, 2012). Given that
HML is further away from MAT than HMR in the linear genomic
sequence of chromosome III, one naively would expect that
HMR would have a higher probability of interacting with MAT
than HML. However, the Rabl orientation of the chromosomes
adds an additional level of structure that must be considered.
Our Hi-C data allowed us to test and quantify this directly. We
tested whether pairs of loci that are on separate arms of the
same chromosome (excluding chromosome III) and are located
the same distance from the centromere as HML and MAT
interact more or less frequently than pairs of loci that are on
the same chromosome arm and positioned the same distance
from each other as MAT and HMR (Figure 3A). Interestingly,
we observe that there is no difference in the frequency of inter-
action for these two types of interactions along chromosomes
other than III (compare Figure 3B ‘‘inter-arm background’’ to
‘‘intra-arm background’’).
Theanalysis above predicts that in theabsence of any chromo-
some III-speciﬁc constraintsHML and HMRwould both have the
sameprobability of interactingwithMAT. In Figure 3B,weplot the
distribution of normalized Hi-C counts for a region that is up to
10 kb away fromHMLwith a 20-kb region around theMAT locus.
InMATacells, weﬁnd that thecontactprobabilities betweenHML
and theMAT locus are very similar to thosebetweenother pairsof
loci located on other arms and 100 kb from their respective
centromere. Thus, in MATa cells the interaction between HML
and MAT is as expected from a Rabl orientation. Interestingly,
and consistent with the results described above, in MATa cells
HML interacts signiﬁcantly more frequently with MAT than ex-
pected for a Rabl orientation, as indicated by the comparison
to the interaction frequency of other pairs of loci located on other
arms at equidistant positions from the centromere. Further, HML
interacts signiﬁcantly more frequently withMAT inMATa cells as
compared to MATa cells. Thus, the mating-type-dependent
conformation of chromosome III leads tomore frequent contacts
between HML andMAT in MATa cells speciﬁcally.
To determine whether HMR and MAT, which are located on
the same arm, interact more frequently than expected based
on their genomic site separation, we compared their interaction
frequency with that of other pairs of loci on other chromosome
arms that are separated by a similar genomic distance. In both
mating types, we ﬁnd that HMR and MAT interact more
frequently than expected. Possibly this is driven at least in part
by the interaction between HMR and HML.
We conclude that the mating-type-dependent conformation
of chromosome III leads to an increased probability inMATa cells
thatMAT interacts with HML, the preferred donor during mating-
type switching in that cell type. We note, however, that even in
MATa cells MAT interacts more frequently with HMR, indicating
that the spatial proximity prior to switching may contribute to
but is not sufﬁcient for the strong donor selection preference
observed during mating-type switching.
5C Analysis of Chromosome Organization
To further investigate the conformation of chromosome III, we
performed 5C. We designed 5C probes to HindIII restriction
Figure 3. Interaction Frequencies between
HML and MAT and HMR and MAT in MATa
and MATa Cells
(A) Schematic of how expected interaction fre-
quency for HML-MAT and HMR-MAT was calcu-
lated. Left shows a schematic of chromosome III,
and the black arrows indicate the contact fre-
quencies measured between HML and MAT and
between HMR and MAT. The right is a schematic
of other short and medium arm chromosomes.
The black arrows that are between the two arms
are interactions collected from these chromo-
somes that are at the same position from the
centromere as HML andMAT. Black arrows along
a single arm indicate interaction frequencies that
are separated by the same genomic distance as
HMR is from MAT. These interactions were
collected from other short chromosome arms
(chr1R, chr9R, chr8L, chr6R, chr12L, chr1L, chr5L,
chr6L, chr14R) and used as background estimates
(‘‘inter-arm background’’ and ‘‘intra-arm back-
ground’’).
(B) Boxplots of sets of interactions indicated in (A)
and collected on chromosome III in MATa and
MATa cells and from other short chromosomes (‘‘inter-arm background’’ and ‘‘intra-arm background’’). The y axis is the interaction frequency between the
indicated loci. HML and MAT, as well as HMR and MAT interact more frequently than comparably positioned loci on other chromosomes. HML interacts more
frequently with MAT in MATa as compared to MATa. The difference in contact probability was tested using the rank-sum test and Bonferroni corrected for
multiple comparisons. A single asterisk indicates a p value <0.05, and a double asterisk indicates a p value <0.001 after Bonferroni correction for multiple testing.
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fragments on chromosome III as well as for two control chromo-
somes V and XII (Figure 4A; Tables S1, S3, and S4). 5C provides
high-resolution interactionmaps in amore cost-effective manner
than genome-wide Hi-C because it focuses analysis on only a
selected section of the genome (Dekker et al., 2013; Dostie
et al., 2006). Forward and reverse 5C probes were designed
on restriction fragments in an alternating fashion (Lajoie et al.,
2009). The combination of these 5C probes can detect 80,784
chromatin interactions occurring within and between the three
selected chromosomes (Figure 4B).
5C interaction maps were obtained for three replicates of
exponentially growing MATa, MATa, and diploid cells. To re-
move any small biases due to minor variations in 5C primer
efﬁciency, chromatin digestion and ligation efﬁciency, or DNA
sequencing, from the 5C data, we used the iterative coverage
correction method ICE (Imakaev et al., 2012) to balance the
5C interaction matrices. Previously, we successfully applied
ICE to 5C maps of individual chromosomes as well (Naumova
et al., 2013). Analysis of the Hi-C interaction maps for chromo-
somes III, V, and XII indicates that the assumption of ICE of
equal visibility is reasonably met for this subset of the genome.
Table S2 and Figure S4 summarize all data sets generated for
this study.
The most prominent feature in chromatin interaction data sets
is the high interaction frequency of pairs of loci that are very close
toeach other in the linear genome (Dekker etal.,2013). This signal
decayswith increasing genomic distance. This results in a strong
signal along the diagonal in the interaction heatmap that can
Figure 4. Mating-Type-Speciﬁc Chromosome Conformation Detected by 5C
(A) 5C probe positions are indicated below the depictions of chromosomes III, V, and XII. Blue, forward primers; red, reverse primers.
(B) 5C data normalized by the genomic distance-dependent expectation and then binned as in Figure 1.MATa cells (left),MATa/a cells (middle), andMATa cells
(right).
(C) log2 ratio of normalized 5C signal obtained with the indicated pairs of strains. Light gray indicates bins that did not display a signiﬁcant difference in interaction
frequency (5%FDR). Dark gray represents regions for which no 5C datawere obtained. Binswith color are those that showed a signiﬁcant difference between the
two samples at a 5%FDR. The color value of signiﬁcant bins is the log2 ratio of the median distance-normalized 5C signal for that bin in strain one and that of strain
two. Left: comparison between MATa/a and MATa cells. Middle: comparison between MATa and MATa cells. Right: comparison between MATa and MATa/a
cells.
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obscure additional features (Figure 1A; Figures S2 and S3B). To
reveal additional interaction patterns, we removed the
distance-dependent 5C signal. This was done by ﬁrst calculating
the data-set-wide average relationship between genomic dis-
tance and interaction frequency (Experimental Procedures; Sup-
plemental Experimental Procedures) to estimate the expected
interaction frequency of any pair of loci given their genomic sep-
aration (Figure S3B; Supplemental Experimental Procedures).
We then calculated the log ratio of the observed data and the ex-
pected values for each pair of genomic loci (Figure 4B).
Visual inspection of the distance-corrected interaction maps
for these cell types again suggests that global chromosome
conformation in these strains is very similar (Figure S4). We
also conﬁrm the depletion of interactions between the centro-
meres and chromosome arms, and the prominent HML-HMR
interactions on chromosome III. The resulting 5C interaction
maps highly correlate with those obtained with Hi-Cexperiments
(Figure S5A).
Quantiﬁcation of Mating-Type-Speciﬁc Differences in
Conformation of Chromosome III
To more rigorously analyze cell-type-dependent chromatin
interaction frequencies, we developed amethod to identify statis-
tically signiﬁcant differences between two strains (Experimental
Procedures;SupplementalExperimentalProcedures;FigureS6A).
Brieﬂy, we ﬁrst binned the 5C data (Log2[observed/expected]
values) into overlapping 30- by 30-kb bins (overlap 10 kb), with
a median coverage of 27 pairwise chromatin interactions
pooled from all three biological replicates. Next, we tested
whether distance-corrected 5C signals in each of the bins are
signiﬁcantly different between two strains at a 5% false discov-
ery rate (FDR) threshold (Figure S6A). We then plotted only the
signiﬁcant differences in chromatin interactions between two
strains in a heatmap where each pixel indicates the fold differ-
ence in the median 5C signal of each 30-kb bin in strain 1 as
compared to strain 2 (Figure 4B). Very few signiﬁcant differences
in intra-chromosomal interactions were observed between bio-
logical replicates of the same strain indicating a low false-posi-
tive rate (Figure S6B).
We performed three pairwise comparisons: diploid versus
MATa cells, MATa versus MATa cells, and MATa versus diploid
cells. Overall, we identiﬁed a limited set of statistically signiﬁcant
differences between the three cell types. Two sets of cell-type-
speciﬁc chromatin interactions stand out. First, the regions
ﬂanking the rDNA locus interact signiﬁcantly more frequently
in MATa cells as compared to MATa cells. This is likely due
to the presence of a lower number or rDNA repeats in these
MATa cells. This is not unexpected since rDNA size in
S. cerevisiae is known to vary between populations (Rustchenko
et al., 1993). Interaction frequencies between the rDNA ﬂanking
regions are not signiﬁcantly different when comparing MATa to
diploid cells or when comparing MATa to diploid cells. Given
that this diploid strain was produced by mating both the haploid
strains studied here, the interactions between the chromatin
segments ﬂanking the rDNA locus are at an intermediate level
compared to MATa and MATa cells because the 5C interaction
signal from each of the homologous chromosomes averages
out. This intermediate signal is subsequently not different
enough to be called signiﬁcant from either haploid strain using
our 5% FDR threshold.
Second, the conformation of chromosome III is signiﬁcantly
different in MATa cells compared to MATa or diploid cells, with
the latter being overall similar to MATa cells. In both MATa
and diploid cells, a portion of the left arm, including HML (chrIII:
0–50,000), interacts frequently with the central portion of the
chromosome (chrIII: 50,000–230,000), containing the centro-
mere and the centromere proximal part of the right arm as well
as the MAT locus. In MATa cells, these interactions are signiﬁ-
cantly lower (Figures 4B and 4C). This difference was also
observed in two independent strains with a different genetic
background (w303; Figure S5B). Furthermore, and consistent
with the Hi-C data sets, we again observe that in MATa cells a
50-kb region at the telomeric end of the right arm (chrIII:
240,000–290,000) interacts with a region just around the centro-
mere up to the MAT locus (chrIII: 70,000–185,000) (Figure 5).
The Recombination Enhancer Is Responsible for the
Mating-Type-Dependent Conformation of Chromosome
III
It has been proposed that the RE inﬂuences the conformation of
chromosome III in a mating-type-dependent manner so that in
MATa cells the left arm becomes available for recombination
during mating-type switching (Haber, 1998b). To test whether
the RE indeed modulates the spatial organization of chromo-
some III, we deleted the entire RE positioned between KAR4
and SPB1 (chrIII: 28,988–31,140) (Figure 7E) in MATa and
MATa cells. This deletion (reD-whole) removes DPS1 and
DPS2, as well as all three Fkh1p binding site arrays.We then per-
formed 5C on non-switching exponentially growing cultures to
assess the conformation of chromosome III. Interestingly, dele-
tion of these elements ablated the mating-type-speciﬁc confor-
mation observed in wild-type cells (Figure 5B). We also showed
the loss of mating-type-speciﬁc differences in interactions by
live-cell microscopy: we found no signiﬁcant mating-type-
dependent difference in the frequency of close spatial proximity
of the left arm and the centromere and of HML andMAT inMATa
and MATa cells carrying the RE deletion (Figures 2C–2F,
compare RE deletion to WT). Therefore, the RE plays a major
role in modulating the mating-type-dependent conformation of
chromosome III. Interestingly, the conformation of the chromo-
some in the RE deletion strains is different from the wild-type
in both mating types (see below). The conformation of chromo-
somes V and XII was not affected by the deletion (Figures S2
and S4).
TheRight Portion of the RE Is theMajor Driver ofMating-
Type-Dependent Chromosome Conformation
The 700-bp fragment toward the left end of the RE containing the
Fkh1p binding sites and theDPS1 operator has been functionally
deﬁned as the minimal RE that is required and sufﬁcient for se-
lecting HML during mating-type switching inMATa cells (Haber,
1998a; Sun et al., 2002; Wu and Haber, 1996). Therefore, we hy-
pothesized that this left portion of the RE could be the driver of
the mating-type-dependent differences in the conformation
of chromosome III. To test this, we deleted only the left portion
of the RE (chrIII: 28,988–29,852) in MATa and MATa cells and
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performed 5C in exponentially growing cultures (Figure 6A). Sur-
prisingly, deletion of this region did not abolish the mating-type-
speciﬁc conformation of chromosome III conﬁrming previous
observations in living cells (Lassadi et al., 2015). We did observe
some changes in the conformation of the chromosome in MATa
cells. In MATa cells, the chromosome adopts a more ‘‘MATa-
like’’ conformation with the left arm interacting more frequently
with the centromere proximal region. MAT and the end of the
right arm also interact more frequently with this region (Fig-
ure 7B). However, this change is small and the main signiﬁcant
differences in chromosome conformation observed between
MATa and MATa cells are maintained.
To further study any role of the left portion of the RE, we
deleted the FKH1 gene. 5C analysis showed that the absence
of Fkh1p has a very similar phenotype as the RE-left deletion,
and the mating-type-speciﬁc conformation of the left arm is
maintained (Figure 6B). We note that in the FKH1 deletion the
conformation of chromosome III is modestly affected in MATa
cells only, similar to the effect of deletion of the left part of the
RE. This is surprising as Fkh1p is not thought to bind the RE in
MATa cells. One explanation could be that nucleosome-medi-
ated exclusion of Fkh1p from the left part of RE MATa cells is
not complete, and that any effect of this element on the confor-
mation of chromosome III inMATa cells is mediated through this
binding of Fkh1p.
Given that the left portion of the RE did not contribute to
most of the structural differences of chromosome III between
the mating types, we reasoned that the right-most portion of
the RE (chrIII: 29,852–31,140) might therefore be involved.
We deleted this region in MATa and MATa cells and per-
formed 5C on exponentially growing cultures. In this mutant,
the conformation of chromosome III is the same in both mating
types and very similar to the conformation observed in strains
that have the entire RE deleted (Figures 5B, 7A, and 7C). We
conclude that the right portion of the RE is the major element
that drives the mating-type-speciﬁc conformation of the chro-
mosome III.
The RE Modulates the Conformation of Chromosome III
in Both Mating Types
We noted that the mating-type-independent conformation of
chromosome III in the RE deletion strains was different from
the conformation observed in either wild-type MATa or MATa
cells. To examine this in more detail, we quantiﬁed the difference
in conformation in WT and mutant cells of the same mating type
(Figures 7B–7D). InMATa cells, the reD-wholemutant resulted in
a statistically signiﬁcant reduction in interactions between the
distal part of the left arm with the centromere-MAT proximal
domain. Conversely, deletion of the entire RE in MATa cells
resulted in a statistically signiﬁcant increase in interactions be-
tween the left arm and the centromere-MAT proximal region as
compared to WT MATa cells. Given the HML and HMR interac-
tions, the right arm also interacts more strongly with this region
(see above). In addition, a region between the centromere and
Figure 5. The Recombination Enhancer Is Responsible for Mating-Type-Speciﬁc Chromosome Conformation
(A) Left: 5C interaction frequencies obtained with MATa cells, normalized for distance-dependent interaction frequency. Middle: 5C interaction frequencies
obtained with MATa cells, normalized for distance-dependent interaction frequency. Right: heatmap displaying the log2 ratio of signiﬁcantly different 5C
interaction frequencies in MATa and MATa cells (5% FDR; as in Figure 4).
(B) As in (A), for MATa and MATa cells in which the entire RE was deleted.
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theMAT locus interacts more strongly with the centromere when
the RE is deleted (Figure 7D). In MATa cells, the reD-right muta-
tion also causes the conformation to lose some of its MATa
characteristics (Figure 7C), but it again does not convert to a
complete ‘‘MATa-like’’ conformation (Figure S7). The same is
true for MATa cells, where a loss of MATa characteristics was
observed (Figure 7C), but the conformation did not converge to
an ‘‘MATa-like’’ state (Figure S7). Therefore, in the reD-right
and reD-whole deletion strains, the chromosome adopts a third
and distinct conformation from either the wild-type MATa or
MATa conformations.
Consistent with the analysis shown in Figure 6, deletion of the
left portion of the RE had only an effect on the conformation of
chromosome III in MATa cells. In the mutant, we observed an
increased interaction between the centromere and both the left
and right arms. Unexpectedly, we observed a reduction in the
HML-HMR interactions in both MATa and MATa cells when
either the entire RE or the right portion of the RE is deleted (Fig-
ures 7C and 7D). Whether this is a direct or indirect effect is
currently unknown.
These analyses reveal that the right portion of the RE, encom-
passing a single Mcm1p/MATa2p site, plays a major and critical
role in modulating the conformation of chromosome III in a
mating-type-dependent manner. This element imposes different
structural constraints on the chromosome in MATa and MATa
cells so that in the absence of this element the chromosome
adopts a different, less constrained, mating-type-independent
conformation.
DISCUSSION
It has long been hypothesized that the conformation of chromo-
some III would be mating type speciﬁc (Haber, 2012). Our Hi-C
and 5C studies now ﬁrmly establish that the three-dimensional
organization of chromosome III, but not of other chromosomes,
is dependent on the mating type of the cell. The left arm is either
juxtaposed near the central part of the chromosome from the
centromere up to the MAT locus in MATa cells or is in a more
extended conﬁguration projecting away from the centromere in
MATa cells. We conﬁrmed this differential positioning by live-
cell imaging. In addition, imaging studies from Bressan et al.
have previously also suggested that HML is on average closer
to MAT in MATa cells than it is in MATa cells (Bressan et al.,
2004). Their data also indicate that HMR may be closer to MAT
in MATa cells, a fact that our 5C data do not conﬁrm.
As a result of the differential folding of the chromosome, in
MATa cells HML is positioned more frequently near the MAT lo-
cus. These cells have not initiated switching, and this therefore
represents a ground state of the chromosome prior to break for-
mation atMAT. In MATa cells HML is the preferred donor during
mating-type switching. It is tempting to propose that this confor-
mation is involved in selecting HML during switching. It had been
Figure 6. The Left Part of the Recombination Enhancer Only Plays a Minor Role in the Conformation of Chromosome III
(A) Left: 5C interaction frequencies obtained with MATa cells in which the left portion of the RE was deleted, normalized for distance-dependent interaction
frequency. Middle: 5C interaction frequencies obtained with MATa cells in which the left portion of the RE was deleted, normalized for distance-dependent
interaction frequency. Right: heatmap displaying the log2 ratio of signiﬁcantly different 5C interaction frequencies inMATa andMATa cells inwhich the left portion
of the RE was deleted (5% FDR; as in Figure 4).
(B) As in (A), for strains in which FKH1 was deleted.
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Figure 7. The Right Part of the Recombination Enhancer Is Responsible for the Conformation of Chromosome III in Both Mating Types
(A) Left: 5C interaction frequencies obtained with MATa cells in which the right portion of the RE was deleted, normalized for distance-dependent interaction
frequency. Middle: 5C interaction frequencies obtained with MATa cells in which the right portion of the RE was deleted, normalized for distance-dependent
interaction frequency. Right: heatmap displaying the log2 ratio of signiﬁcantly different 5C interaction frequencies in MATa and MATa cells in which the right
portion of the RE was deleted (5% FDR; as in Figure 4).
(B–D) Heatmaps displaying log2 ratio of the signiﬁcantly different interaction frequencies obtained in wild-type cells and mutant cells with the same mating type
(5% FDR). Left: comparisons in MATa cells. Right: comparisons in MATa cells.
(E) Schematic of the RE’s genomic context and the deletion mutants utilized in this study.
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proposed that any mating-type-speciﬁc folding of the left arm of
chromosome III would be dependent on the activity or the RE.
Indeed, we ﬁnd that a deletion of 2.15 kb that contains the RE
abolishes the mating-type-speciﬁc conformation of chromo-
some III. Interestingly, the conformation of the chromosome dif-
fers from that in wild-type cells of either mating type, indicating
that the full RE plays architectural roles in organizing the chromo-
some in bothMATa cells andMATa cells. Importantly, combined
with previous functional studies of the element (Haber, 1998a,
1998b), our results reveal that the RE is a composite element
with the minimal, left portion of the RE acting during mating-
type switching in MATa cells, whereas the right portion acts as
a novel chromosome architectural element in both mating types
under non-switching conditions.
The Left Part of the RE Plays an Architectural Role in
MATa Cells Only
Previous deletion studies had identiﬁed a minimal region of
700 bp within the RE that is essential and sufﬁcient for selecting
HML during mating-type switching inMATa cells (Wu andHaber,
1996). This region contains a singleMcm1p/MATa2p and several
Fkp1 binding sites. InMATa, Mcm1 binds to the minimal RE and,
together with Swi4/Swi6, opens the chromatin so that Fkh1p can
bind (Szeto and Broach, 1997; Szeto et al., 1997; Wu et al.,
1998a). Fkh1p has been proposed to mediate direct contacts
with phosphorylated histones at MAT upon HO-mediated DNA
cleavage, and thereby bringing HML in close proximity to MAT
(Li et al., 2012).
We ﬁnd that the 700-bp minimal RE is not responsible for the
main differences in chromosome conformation in the twomating
typesunder non-switching conditions. Deletion of the left portion
of the RE did affect some aspects of chromosome conformation
inMATa cells but did not abolish the overall differential folding of
chromosome III.
Both 5C analysis and live imaging studies of the RE mutants
showed that the left portion of the RE affected the conformation
of chromosome III in MATa cells instead of MATa cells, which
would have been predicted from switching experiments (Lassadi
et al., 2015). DPS1 andDPS2 have been shown to repress the RE
in MATa cells through binding of Mcm1p/MATa2p/Tup1p. The
left-most site, DPS1, is a stronger repressor than DPS2 (Szeto
et al., 1997). Thus, it is possible that the repressing complex re-
cruited to DPS1 inMATa cells inﬂuences the conformation of the
left arm. In this scenario, the minimal left portion of the RE acts in
both mating types but in different ways: it helps recruit the left
arm to MAT during mating-type switching in MATa cells, and it
modulates the conformation of the left arm in MATa cells under
non-switching conditions.
The Right Portion of the RE Modulates Chromosome
Conformation in Both Mating Types
It was interesting that deletion of the right part of the RE changed
the conformation of chromosome III in both mating types and to
the same extent as deleting the entire element. The right portion
of the RE contains DPS2 as well as ARS304. The molecular
mechanism that acts through this portion of the RE is unknown.
Given that this element acts in a mating-type-dependent
manner, we consider a role for DPS2, which binds different com-
plexes in MATa and MATa cells, most likely. Possibly, the bind-
ing of the Mcm1 activator inMATa cells has a different effect on
chromosome conformation than the binding of the Mcm1/MATa
repressor in MATa cells. Given that deletion of only the right
portion of the RE is sufﬁcient to abolish mating-type-dependent
folding of the chromosome, comparable to deleting the full RE,
the left portion of the RE by itself, in the absence of DPS2,
does not affect chromosome conformation even though it also
contains a Mcm1/MATa binding site (DPS1). However, the left
portion of the RE does affect the conformation of the chromo-
some in MATa cells when the right portion of the RE is present.
This implies functional interactions between the two portions of
the RE. Possibly factors binding the minimal RE such as the
Mcm1/MATa complex facilitate binding of these factors to the
nearby DPS2 site in the right portion of the RE that has a lower
afﬁnity for the complex (Szeto et al., 1997). In this scenario, de-
leting the minimal RE reduces DPS2 occupancy, which, in turn,
could modestly affect chromosome conformation inMATa cells.
Themechanismsbywhich the REmodulates the conformation
of chromosome III are still unknown but could potentially involve
tethering of the left arm to a nuclear structure such as the nuclear
envelope or the nucleolus. Association ofHMLwith the periphery
is not different between the twomating types so it is unlikely that
association with the periphery could cause this effect (Bystricky
et al., 2009). Also, we do not observe a signiﬁcant enrichment of
interactions of the left arm of the chromosome with regions adja-
cent to the rDNA on chromosome XII in the Hi-C and 5C data, so
it is unlikely there is an association between the left arm and the
nucleolus. Better characterization of the protein complexes
associated with the various parts of the RE in the two mating
types will be important to start to answer this question.
Chromosome Conformation and Donor Selection during
Mating-Type Switching
Previous studies on translocation events have led to the model
that the spatial arrangement of chromosomes and the relative
spatial proximity between loci can predispose certain transloca-
tion events upon break formation (Hakim et al., 2012; Meaburn
et al., 2007; Roix et al., 2003; Zhang et al., 2012). Similarly, it
has been proposed that the conformation of chromosome III
could guide donor choice in the two yeast mating types (Bressan
et al., 2004). Consistently, we ﬁnd that the conformation of chro-
mosome III, and especially the left arm, is distinct in the two mat-
ing types, even in non-switching conditions. In addition, inMATa
cells MAT interacts more frequently with HML as compared to
MATa cells. Thus, this would lead to the prediction that the
conformation of the chromosome in MATa cells would indeed
favor selecting HML as the donor. Consistent with some role of
the conformation of chromosome III in donor selection deletion
of DPS2, located in the right portion of the RE, abolishes the mat-
ing-type-dependent conformation of chromosome III, and also
moderately reduces the selection of HML as a donor in MATa
cells (Szeto et al., 1997; Wu and Haber, 1996).
However, several considerations indicate that this cannot be
the sole mechanism by which donor preference is regulated,
and that an additional, more active mechanism must operate
once a break is made at MAT. First, deletion of the minimal left
part of RE prevents efﬁcient selection of HML in MATa cells
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yet has no effect on the conformation of the chromosome in
that mating type. Second, MAT interacts more frequently with
HMR, in both mating types, yet it selects HML in MATa cells.
The high contact probability of HMR with MAT may be one
reason that HMR is the default donor whenever switching with
HML is impaired in MATa cells. Combined these data indicate
that the conformation of chromosome III prior to switching may
contribute but is not sufﬁcient to select the preferred donor.
We propose that the RE modulates chromosome conforma-
tion and left-arm usage during mating-type switching using
distinct mechanisms. The right portion of the RE establishes
mating-type-speciﬁc conformations prior to switching that set
up the chromosome spatially such that in MATa cells the left
arm is sequestered away fromMAT and therefore HMR outcom-
petes HML for interactions with MAT. In contrast, in MATa cells
the left arm explores space around the centromere-proximal
domain up to the MAT locus, which may make HML more
competitive for interactions withMAT. However, the competitive
advantage of HML due to this spatial arrangement is not sufﬁ-
cient for exclusive selection of HML. To achieve higher donor
selectivity, upon initiation of switching by induction of a DSB at
MAT, the left portion of the RE actively engages with theMAT lo-
cus possibly through Fkh1p-mediated interaction with the DSB
at MAT (Li et al., 2012). The pre-existing conformation of the
left arm near MAT in MATa cells may also contribute by facili-
tating this association. From these studies, we conclude that
the RE is a composite element with the left portion playing a cat-
alytic role in MATa cells during switching and the right portion
playing a structural role in both mating types that can help guide
subsequent donor selection.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Hi-C and 5C analysis were performed as described before (Belton et al., 2012).
Interaction data were binned at 10 or 30 kb and corrected for biases by the ICE
method Imakaev et al., 2012) and then read normalized to facilitate compari-
son between data sets. 5C data were also normalized for genomic distance
as described in Sanyal et al. (2012). Statistical differences between Hi-C
data sets and 5C data sets were determined as described in the results and
in the Supplemental Experimental Procedures. Live-cell imaging was per-
formed as described by Lassadi et al. (2015), and the fraction of cells in which
pairs of loci that were in close spatial proximity (distance <250 nm) was quan-
tiﬁed. Yeast mutant were generated using standard techniques and grown in
logarithmic phase for Hi-C/5C and live-cell-imaging analysis. Experimental de-
tails are provided in the Supplemental Experimental Procedures.
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